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Uber Di-Adenosin-pentaphosphorsiure (Herznucleotid). 


Von 
P. Ostern. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Lwow.) 
(Eingegangen am 2. Marz 1934.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei Verarbeitung von Pferdeherzen, die infolge der langsam ver- 
laufenden Desaminierungen ein besseres Ausgangsmaterial fiir Adenyl- 
saure bilden, als Muskelfleisch, fiel mir ein Nucleotid in die Hande, 
welches sowohl von der Muskeladenylsiure, als auch Adenosintri- 
phosphorsaure verschieden war. Es ist bereits von Lohmann (1) und von 
Embden (2) darauf hingewiesen worden, daB8 im Herzen eine andere 
Adenosinpolyphosphorsaure vorkommt als im Skelettmuskel. Wahrend 
aber Lohmann dieser Substanz ein Verhaltnis von Gesamtstickstoff 
zu Gesamtphosphor wie 5:2 zuschreibt, soll nach Deuticke (3) das 
Embdensche Herznucleotid! einen Gehalt von zehn Stickstoff- auf fiinf 
Phosphoratome haben. Angaben tiber die Darstellung und Analysen 
dieser Herznucleotide, sowie ihre Bezichung zu den bekannten Adenyl- 
sauren, sind weder von Lohmann noch von Embden mitgeteilt worden. 
Deuticke (3) hat am Meerschweinchenuterus eine ahnliche Wirkung 
dieser Substanz gefunden, wie fiir die Adenosintriphosphorsaure des 
Muskels. Quantitativ soll die biologische Wirksamkeit der Adenosin- 
derivate mit steigender Phosphoryllierung zunehmen, so daB sich folgende 
Reihenfolge ergeben wiirde: 


Herznucleotid, Adenosintriphosphorsaure > Adenylsdiure > Adenosin. 


Diese Stufenfolge ist sicher nicht von allgemeiner Giltigkeit, da 
Drury und Szent-Gyérgyi (4) fiir den CoronardurchfluB und Parnas und 
Ostern (5) am Kaltbliiterherzen das Adenosin mehr als doppelt so stark 
wirksam finden wie die Adenylsiure. Aber auch fiir das Verhaltnis 
der Adenosinphosphorsiuren untereinander trifft diese Beziehung 
nicht allgemein zu, denn die von mir aus Pferdeherzen isolierte Adenosin- 
polyphosphorsaure wirkt in aquivalenten Mengen gleich stark, aber 
sicher nicht starker als die 5-Adenosinmonophosphorsaure. 

Die Isolierung des Herznucleotids aus Pferdeherzen gestaltet sich 
folgendermafen : 


1 Da in dieser Arbeit die durch Deuticke tibermittelten Angaben von 
Embden bestatigt werden, so wird auch der von Embden gegebene Name 
..Herznucleotid’’ beibehalten. 
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2 P. Ostern: 


Unmittelbar nach der Tétung wurde das Herz auf einer Fleischmiihle sehr 
rasch zermahlen und der Herzmuskelbrei (1500 g) mit dem gleichen Volumen 
einer eiskalten 10°,igen Trichloressigsiure enteiweiBt. Der Riickstand 
wurde nochmals mit 1,5 Liter einer 5°,igen Trichloressigsaure extrahiert. 
Die vereinigten Filtrate wurden mit 50 ccm einer 25 °,igen Ba-Acetatlésung 
versetzt und langsam mit Natronlauge bis auf py 7 neutralisiert. Der 
gebildete Niederschlag wurde abgetrennt, in wenig verdiinnter Salpeter- 
siure (1°,ig) gelést mit Quecksilbernitrat gefallt und der Niederschlag 
mit H,S zersetzt. Das Filtrat wurde geliiftet und nach Zusatz von Ba- 
Acetat neutralisiert. Die Fallung wurde durch Zusatz desselben Volumens 
Alkohol vervollstandigt. Durch mehrfache Wiederholung dieser Fallungs- 
operation erhielt ich schlieBlich ein von anorganischen Phosphaten freies 
Bariumsalz (aus 1,5 kg Herz etwa 200mg), welches mit Orein und Salz- 
saure eine starke Bialsche Reaktion ohne Zusatz von Eisen auf Pentosen 
zeigte. Der positive Ausfall dieser Probe zeugt von einer Verunreinigung 
dieser Substanz mit Eisenspuren, die so hartnaéckig mit thr verbunden 
sind, daB sie sich durch mehrfache Umfallungen und Zusatz von Ammoniak 
nicht entfernen lassen. 

Aus derselben Bariumsalzfraktion, aus der ich in Pferdeherzen 
das neue Herznucleotid isolierte, konnte ich aus Schweineherzen eine 
Adenylsaure darstellen, wenn ich zur Lésung des Bariumniederschlags 
eine stairkere Salpetersiure benutzte. welche eine Abspaltung von 
leicht hydrolysierbaren Phosphorsauregruppen bewirkt hat. Unter 
den angewandten Versuchsbedingungen ist namilich eine primare 
Fallung von Adenosin-5-Phosphorsiure als Bariumsalz unmodglich, 
und die im Bariumniederschlag gefundene Adenylsiure muBte aus einer 
héheren Vorstufe stammen. Aus Ochsenherzen hat bereits Pohle (10) 
Adenylsaure isoliert. Ich méchte hier nur betonen, daB die Adenylsiure 
aus Herzen sich in jeder Beziehung so verhalt, wie die Adenosin- 
5-Phosphorsiure. Sie gibt die Kupferreaktion von Parnas und 
Klimek (10), wird durch Muskelextrakte ebenso rasch desaminiert wie 
die Muskeladenylsiure, zeigt dieselbe biologische Wirkung auf das 
Froschherz, hat einen Schmelzpunkt von 200° und gibt im Misch- 
schmelzpunkt mit Adenosin-5-Phosphorsaure keine Depression. 

Die Analyse des Bariumsalzes des Herznucleotids ergab: 

40 mg Ba-Salz in 5cem n/10 HCl gelést, mit 1 eem 2°,iger Na,SO, 
versetzt. mit 5ceem n/10 NaOH neutralisiert, auf 15 ¢cem aufgefiillt und 
filtriert. Vom Filtrat kamen aliquote Teile zur Analyse. 

Gesamtstickstoff in Leem Lésung (Mikro-Kjeldahl): 0,210, 0,204; 
Mittel 0,207. 

Stickstoff abspaltbar als Ammoniak unter der Einwirkung von Skelett- 
muskelbrei in folgenden Ansatzen: 

Ansatz I: Leem Lésung + 100 mg Froschmuskelbrei + 4 ccm Phosphat- 

puffer, m/15 von py 7. 

Il: 2cem Lésung, sonst wie I. 
[I11: 100 mg Froschmuskelbrei + 4cem Phosphatpuffer. 
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Di-Adenosin-pentaphosphorsaure. 3 


Nach einstiindiger Inkubation bei 37,5° nach Abzug des Kontroll- 


wertes (Ansatz III). 


Ameatz PT... . iis « 0042 me NEN 

is BR cee cwn ari, COS. BES 

Mittelwert fiir leem... . 0,405 .. NH,-N 
Gesamtphosphor in leem Lésung: 0,225, 0,223 mg: Mittel 0.224 me. 


Anorganischer Phosphor in 1 cem Lésung: 
H ydrolysierbarer Phosphor bei einer Temperatur von 100° und Saure- 
konzentration n HCl, in leem Lésung: 


Zeit in Minuten... . 0 5 7 10 15 30 60 
Phosphor in mg... . 4 O,118 0,125 0,129 0,134 0.148 0,158 


Wie aus der Hydrolysenkurve ersichtlich, verlaufen nebeneinander 
zwel Prozesse, ein rascher, der ungefahr nach 10 Minuten zum AbschluB 
kommt, und ein zweiter, der noch nach 60 Minuten nicht vollendet ist. 
Wenn man diesen zweiten ProzeB auf Grund der 30- und 60-Minutenwerte 
extrapoliert, so kommt man zu einem 
Werte von 0,128 mg fiir den leicht ab 










v/, _ 
spaltbaren Phosphor. 4 
‘ " ; ‘ . OT: a 
Die Bestandigkeit dieser Ver- QIB*-- se —— 
bindung geht daraus hervor, daB nach San 
| | 
2 Monate langem Autbewahren = des | a 
Bariumsalzes bei Zimmertemperatur G00 1 
die Phosphorh ydrolysekurve denselben sap - 
Verlauf zeigte, und kein anorganischer 300 
Phosphor zugegen war. 
Glo 
Die —biologische  Wirksamkeit ota ) 7 er 
wurde am  Straubschen — Frosch- Minuten 
herzpraparat geprift. Nach Zusatz Abb. 1. 


Verlauf der sauren Hydrolyse des 
ots Rig : Herznucleotids. Temperatur 100°C 
Nahrflissigkeit des Herzens fand HCl-Konzentration: 0/1 


ich den fiir Adenosinderivate typi- 
schen diastolischen Herzstillstand mit Dehnung des Vorhofs, worauf das 


der zu untersuchenden Lésung zur 


Herz je nach der Dosis, nach Sekunden oder Minuten selbstandig seine 
Tatigkeit wieder aufnahm. Das Vergiftungsbild entsprach vollkommen 
dem von Parnas und Ostern (5) fiir die Muskeladenyl- und Adenosin- 
triphosphorsaure beschriebenen. Quantitativ wirkten die neue Ver- 
bindung und Muskeladenylsaure in Mengen, die in bezug auf abspalt- 
bares Ammoniak dquivalent waren, genau gleich stark. 

Das Verhaltnis vom Gesamtstickstoff zum abspaltbaren Ammoniak- 
stickstoff in der analysierten Substanz ist wie 5: 1, entspricht demnach 
dem Adenin. Daf das Adenin in Nucleotidbildung vorliegt, geht unter 
anderem auch daraus hervor, daB diese Substanz durch Muskelfermente 
so leicht desaminiert wird, denn im Muskel ist nach friiheren Unter- 
suchungen keine Adenase (6) und nur sehr wenig Adenosindesaminase (7) 
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4 P. Ostern: 


vorhanden. Die leichte Desaminierbarkeit spricht auch fiir die Zu- 
gehorigkeit dieser Substanz zur Reihe der Adenosin-5-Phosphorsauren, 
da die Adenosin-3-Phosphorsaure (Hefeadenylsiure) bekanntlich durch 
Skelettmuskelfermente nicht desaminiert wird. Die Bestimmungen 
von Gesamtphosphor und der leicht hydrolysierbaren Phosphorfraktion 
zeigen, daB von fiinf Phosphoratomen der Verbindung drei in lockerer 
Form vorliegen. Die Geschwindigkeit der hydrolytischen Abspaltung 
der zwei tibrigen Phosphorsaurereste ist von derselben GréBenordnung 
wie bei der Adenylséiure. Das Gesamtbild der Hydrolysekurve erinnert 
an die Verhaltnisse bei der Adenosintriphosphorsaéure, die bei saurer 
Hydrolyse zwei Phosphorsaurereste sehr rasch, den dritten aber nur 
langsam abgibt. 

Da das Verhaltnis von Gesamtphosphor zu Gesamtstickstoff wie 
5:10 ist, entfallen auf zwei Adenin- fiinf Phosphorsaurereste. Das 
Herznucleotid ist demnach eine Di-adenosin-pentaphosphorsdure. Es 
scheint in dieser Verbindung ein Dinucleotid vorzuliegen, welches aus 
einer Adenosindi- und einer Adenosintriphosphorsdure zusammen- 
gesetzt ist, so wie dies Embden aufgefaBt hat. Dafiir sprechen sowohl 
die leichte Desaminierbarkeit unter der Einwirkung von Muskelferment, 
welches nur aus nucleotidisch gebundenem Adenin Ammoniak rasch 
abspaltet, als auch die Verhaltnisse bei der Abspaltung von Phosphor- 
siuregruppen bei der sauren Hydrolyse.  Vielleicht liegt auch die 
Deutung der verschiedenen Befunde von Lohmann und von Embden 
darin, daB Embden die eigentliche Diadenosinpentaphosphorsaure 
(P:N = 5:10), wahrend Lohmann vielleicht ihr Spaltstiick, die 


Adenosindiphosphorsaiure (P: N = 2:5), isolierte. 


Das Vorkommen von Dinucleotiden oder Polynucleotidphosphor- 
siuren, die aus demselben Adeninnucleotid aufgebaut sind, ist deshalb 
interessant, weil es sich vielleicht um ein allgemeines Prinzip des Auf- 
baues dieser hochwirksamen Stoffe handelt. Die Adenylsiure — oder 
ihre Vorstufe — kommt in Geweben in Mengen vor, die ihre biologische 
Wirkungsdosis um viele Zehnerpotenzen iibertreffen (5). Sie besteht 
in intakten Geweben (8) oder in iiberlebenden Gewebsschnitten! 
unter Bedingungen, unter denen zugesetzte Adenylsiure quantitativ 
desaminiert wird. Sie ist in den Geweben in nicht diffusibler Form 
enthalten. Man kann auch nach stundenlanger Aufbewahrung von 
Muskeln oder schlagenden Herzen in Ringerlésung, in der Flissigkeit 
keine Spur von Adenosinderivaten finden!. Es besteht demnach ein 
Gegensatz zwischen der gewebseigenen und der isolierbaren Adeny]l- 
siure, der vielleicht gerade darauf beruht, daB die Adenylsaure im 


1 Nicht publizierte Versuche. 
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Di-Adenosin-pentaphosphorsaure. 5 
Tierkérper in hochmolekularen Verbindungen - Polynucleotidphosphor- 
siuren — vorlegt. 


Herrn Professor Parnas danke ich fiir die bei dieser Arbeit gewahrte 
Unterstiitzung. 
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Zur Biochemie der Essigbakterien. 

Uber einen charakteristischen Unterschied des Bact. gluconicum (Hermann) 
gegeniiber anderen Essigbakterien bei der Einwirkung auf Galaktose. 
Von 
Siegwart Hermann und Paul Neuschul. 

(Aus dem bakteriologischen Forschungsinstitut Dr. Siegwart Hermann, 
Privatdozent an der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1934.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei der biochemischen Untersuchung des durch den einen von uns! 
aus der Kombucha isolierten Bact. gluconicum konnten wir gegeniiber 
verschiedenen Substraten ein von anderen Essigbakterien abweichendes 
Verhalten feststellen. So besonders gegeniiber Lavulose? und gegeniiber 
milchsaurem und brenztraubensaurem Natrium*®, wobei wir das voll- 
kommene Fehlen einer carboligatischen Wirkung dieses Bakteriums 
zeigen konnten. Auch in unserer jetzigen Untersuchung ergab sich eine 
Kigenheit des beschriebenen Bakteriums, die es in biochemischer 
Hinsicht deutlich von allen anderen von uns untersuchten Essigbakterien 
unterscheidet. _Impften wir namlich verschiedene Essigbakterien in 
Galaktoselésungen ein und beimpften wir mit diesen Lésungen wieder 
weitere frische Galaktoselésungen und so fort, so da wir also Passagen 
in Nahrlésungen von gleicher Zusammensetzung vornahmen, so ergaben 
sich, wie weiter unten naher gezeigt wird, auBerordentlich deutliche 
Unterschiede beim Vergleich der Sauerungskurvenscharen des Bact. 
gluconicum mit denen der iibrigen untersuchten Essigbakterien. 


Methodik. 


Als Nahrfliissigkeit verwendeten wir eine Loésung von 5°, Galaktose 
(Merck) in Hefewasser, das nach der Angabe Hennebergs hergestellt und 
im Verhaltnis von 1:3 mit Leitungswasser verdiinnt wurde. Je 50 ccm 
dieser Lésung wurden in Erlenmeyer-Kolben von 100 ccm Inhalt eingefiillt, 
mit Watte verschlossen und nach dreimaligem Sterilisieren mit den Bakterien 
teils aus Fliissigkeits-, teils aus Wiirzeagar-Reinkulturen beimpft. Die 
Kolben wurden in Thermostaten bei 29°C belassen und nach bestimmten 
Zeiten untersucht. Nach genau 7 Tagen wurden frische Nahrlésungen aus 
einem der angesetzten Kolben durch EingieBen von 1 cem der bebriiteten 
Lésung beimpft. nach weiteren 7 Tagen aus der zweiten Kolbenreihe wieder 
neue Kolben beimpft und so weiter fortgesetzt. 


1 S. Hermann, diese Zeitschr. 192, 176 u. 188, 1928; 205, 297, 1929. — 
2 Derselbe, ebenda 214. 357. 1929: S. Hermann u. P. Neuschul, ebenda 233, 
129, 1931. 3 §. Hermann u. P. Neuschul, ebenda 246, 446, 1932. 
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Zur Biochemie der Essigbakterien. j 


Die Bestimmung der gebildeten Saure erfolgte im allgemeinen ebenfalls 
nach genau 7 Tagen, und zwar in der Art. daB etwas von der bebriiteten 
Lésung abgegossen und davon 5cem mit n/10 Natronlauge unter Ver- 
wendung von Phenolphthalein in der Hitze titriert wurden. Die so ge- 
fundenen Werte rechneten wir auf Galaktonsaéure um und berechneten 
daraus den prozentualen Abbau der angewandten Calaktose. In vielen 
Fallen kontrollierten wir letzteren Wert durch Bestimmung des restlichen 
Zuckers mit der Bertrandschen Methode. Wenn wir. was besonders bei 
den Lésungen nétig war, die langere Zeit im Versuch standen, die Volunen- 
abnahme durch das Abdunsten des L6sungsmittels beriicksichtigten, kamen 
wir innerhalb der Fehlergrenzen auf 100°,, wenn wir die Werte fiir den 
abgebauten und fiir den restlichen Zucker addierten. 


Identifizierung der gebildeten Stoffe. 


Fliichtige Saure., die durch Destillation mit Wasserdampt gesucht 
wurde, konnte in keinem Falle, auch nicht in Spuren, nachgewiesen werden. 
Die Orcinreaktion auf Ketosauren, sowie die Sclivanoff-Reaktion waren 
immer negativ. 

Der Nachweis der gebildeten nichtfliichtigen Saure geschah diesmal 
mit Hilfe ihres Calciumsalzes, nachdem in unserer friiheren Arbeit! die 
aus der Galaktose gebildete Galaktonséure als Cadmiumsalz identifiziert 
wurde. Die sauren Lésungen wurden mit Calcitumecarbonat in der Hitze 
neutralisiert, filtriert und eingeengt. Nach kurzer Zeit fielen Kristall- 
aggregate aus, die nach mehrmaligem Umkristallisieren aus heiBem Wasser 
stark lichtbrechende. harte Kristallmassen lieferten, welche unter dem 
Mikroskop kurze, dicke Kristalle zeigten. Sie waren in kaltem Wasser 
schwer. in heiBem leichter léslich, in Alkohol unléslich und reduzierten 
nicht Fehlingsche Lésung. 

In dem lufttrockenen Salz wurde der Calecium- und Kristallwassergehalt 
bestimmt. Das Calcium, als Sulfat gewogen, ergab im Mittel 7,71 °,, Ca. das 
Kristallwasser betrug nach Trocknung bei 105°C 17,0°,,. Zur weiteren Identi- 
fizierung wurde nach der Vorschrift von EF. Fischer das Phenylhydrazid 
dargestellt, das nach mehrmaligem Umkristallisieren einen Schmelzpunkt 
von 199,5°C hatte. Das in Wasser geléste Calciumsalz drehte nicht die 
Ebene des polarisierten Lichtes. dagegen konnte nach Behandlung mit 
normaler Salzsaure starke Linksdrehung beobachtet werden. 

Die gefundenen Werte stimmen gut mit dem von Ailian:? und Bertrand? 
angegebenen Calciumgalaktonat mit 5 Molekiilen Kristallwasser 


(C,H,,0,),Ca + 5 H,O 


iiberein, welches nach der Berechnung 7.69°, Ca und 17.3°,, Kristallwasser 
enthalten soll. Der Schmelzpunkt seines Phenylhydrazids wurde von 
E. Fischer’ mit 200 bis 205°C angegeben. Aus den gefundenen Werten 
ergibt sich deutlich, in Ubereinstimmung mit dem friiher! gefiihrten Nach- 
weis, daB die von den untersuchten Essigbakterien aus d-Galaktose ge- 
hildete Saure d-Galaktonsaure ist. 


1S. Hermann u. P. Neuschul, diese Zeitschr. 233, 135, 1931. — 


* Kiliani, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. IS, 1550. 3 Bertrand, C.r. 127, 
729. — 4 E. Fischer u. F. Passmore, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 22, 


2728, 1889. 











8 S. Hermann u. P. Neuschul 


Untersuchungsergebnisse. 

In den beifolgenden Tabellen und Abbildungen ist die Menge an ge- 
bildeter Galaktonsaure als Funktion der Gardauer eingetragen. Be- 
trachtet man diese Aziditaétskurven der untersuchten Essigbakterien, 
so erkennt man deutlich beim Bact. acetosum (Berlin), Bact. rancens, 
Bact. ascendens (Berlin) und Bact. xylinoides (Tabellen I bis IV), 
daB sich die Saéuerungskurven der einzelnen Passagen bei jedem 
dieser Bakterienstémme innerhalb der Fehlergrenze vollkommen iiber- 
decken. Das heiBt also, da bei diesen Staémmen Passagen in 
Galaktoselésungen keine Wirkung, weder in der Richtung einer Saure- 
zunahme, noch einer Abnahme zeigen. 


Tabelle 1. 
Sauerung von Galaktose. 


Nahrlésung: 5°,, Galaktose (Merck) in Hefewasser (1:3 verdiinnt). Tem- 


peratur: 29°C. Bact. acetosum (Institut fiir Géarungsgewerbe, Berlin). 





Daier der %9 an gebildeter Galaktonsdure 





Bebriitung ; ° G EPEC ORS 
i 6 1. Passage 2. Passage | 3. Passage 4. Passage | 5. Passage | 6. Passage 
1 Woche... 0,74 0.67 0,65 0,78 0,84 0,86 
2 Wochen .. 0,96 0,82 0,82 0.94 0,98 0,98 
3 Wochen . . 1,02 0,92 1,14 
4 Wochen . . 1.06 L2 
Tabelle IL. 
Bact. rancens. 
%/) an gebildeter Galaktonsiure 
Dauer der Bebriitung res 
1. Passage 2. Passage 3%. Passage 4. Passage | 5. Passage 
1 Woche te ata Slag 0,39 0.89 0,43 0,31 0,33 
] Woekea ... 5s. 0,61 0,61 0.61 0,51 
So weehen . .4... 0,94 0,78 
2°Woonen . . 6. 8% 1,0 


Tabelle ILI. 


Bact. ascendens (Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin.) 





0, an gebildeter Galaktonsiure 


1. Passage 2. Passage 3. Passage 4. Passage | 5. Passage 


Dauer der Bebriitung 





baWOONS. oo. 6: ale w+ 0,39 0,39 0,47 0,41 0,35 
BS) Woenen . « . «2 0.49 0,55 0,59 0,61 

So wooret .. i se 0.71 0,63 

@°Woehen ... i. « O77 
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Zur Biochemie der Essigbakterien. q 


Tabelle LV. 


Bact. xylinoides. 





®, an gebildeter Galaktonsiure 
Dauer der ‘ & ‘ 





3ebr r : 

Bebritung 1. Passage 2. Passage 3. Passage 4. Passage 5. Passage 6. Passage 
1 Woche... 0,24 0,20 0,29 0,43 0,33 O31 
2 Wochen . . 0,43 O.51 0,35 0.55 0.65 0.41 
3 Wochen . . 0.63 0.65 0.41 0,65 O.86 0.47 
4 Wochen .. 0.79 O67 
5 Wochen . . L.16 0,82 
6 Wochen . . 1.04 

Tabelle V. 
Bact. xylinum., 
0 t re ter Gale siure 
awue dae 9 an gebildeter Galaktonséure 
Bebriitung ; 3. = 
1. Passage 2. Passage 3. Passage 4. Passage 5. Passage’ 6. Passage 

1 Woche... 0,27 0,18 0,31 0.65 0,59 0,59 
2 Wochen . . 0.39 0,24 0.47 0.65 0.69 0,65 
3 Wochen . . 0.53 0.35 0.73 0.88 0.82 O84 
4 Wochen .. Q.59 0.96 
5 Wochen . . 0,76 OSS 1.16 1,22 
6 Wochen .. O86 


Ein, wenn auch mengenmaBig nur sehr geringer Saureanstieg ist 
bei fortgesetzten Passagen beim Bact. xylinum (Tabelle V) nach- 
zuweisen, und zwar in der Art, daB bei der vierten Passage nach ein- 
wochiger Bebriitung ungefahr doppelt soviel Saure entstanden war 
als bei den vorhergehenden Passagen. Diese Sauremenge bleibt jedoch 
nach ebenfalls siebentagiger Bebriitung bei der fiinften und sechsten 
-assage gleich groB. Die Aziditatskurven gehen im weiteren Verlauf, 
also nach langerer Gardauer, angenahert parallel, so daB nach 6 Wochen 
bei den weiteren Passagen eine etwas gréBere Sauremenge resultiert 
als bei den ersten Passagen. Immerhin sind diese Unterschiede auBer- 
ordentlich gering. So betragt die Sauremenge nach _ fiinfwéchiger 
Bebriitung bei der ersten Passage 0,76°, Galaktonsdure, bei der vierten 
Passage ebenfalls nach fiinfwéchiger Bebriitung 1,22°,, Galaktonsaure. 
Die Zunahme der Sauremenge im Verlauf von vier Passagen betrigt 
demnach nicht mehr als 0,46°, Galaktonsaure. 

Auch beim Bact. acetosum (Henneberg) und Bact. Pasteurianum 
(Tabellen VI und VI1)ist ein geringer EinfluB der Passagen in der Richtung 
erkennbar, daf die Siuremenge nach einwéchiger Gardauer im Verlauf der 
-assagen schwach ansteigt. Die Aziditaétskurven der einzelnen Passagen 
bei diesen beiden Bakterienstémmen nahern sich jedoch bei langerer Gar- 
dauer wieder, so daB die Unterschiede in der Sauremenge nach vier- und 
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Tabelle VI. 


Bact. we tosum (Henneberg. Kiel). 





Danae der °, an gebildeter Galaktonsiure 
Bebriitung 








1. Passage 2. Passage | 3. Passage 4. Passage 5. Passage 6. Passage 
1 Woche. .. 0,27 0,27 0.55 0.71 0.75 0.49 
2 Wochen .. 0.49 0.57 O77 O.S50 0,67 0,67 
3 Wochen . . 0.61 0.67 0,82 0,88 0.90 0.75 
4 Wochen . . 0,71 0,59 O.86 0.94 0.96 
5 Wochen . . 0.71 0,73 O86 
6 Wochen . . 0.78 
Tabelle VII. 
Bact. Pasteurianum. 
—— >) an gebildeter Galaktonsdure 
Bebriitung 
ee 1. Passage | 2. Passage 3. Passage | 4. Passage 5. Passage 6. Passage 
1 Woche... 0,27 0.33 0.33 0.37 0,51 0.53 
2 Wochen .. 0,49 0,52 0.59 0.71 0,59 0.73 
3 Wochen . . 0.67 0.71 0.71 0.75 0,73 0.84 
$ Wochen .. 0.79 0.80 0.67 0.78 0.82 
5 Wochen . . 0,84 0,94 0.73 
6 Wochen .* - 0.94 
Tabelle VIII. 
Bact. aceti (Hanse n). 
0) an gebildeter Galaktonsiure 
Dauer der Bebriitung ads eeaihiebeanl 
1. Passage 2. Passage 3. Passage 4. Passage 5. Passage 
POON Ve 6 te 8 Cs 0.31 0.24 0,24 0,18 0.14 
eo 0.86 0.74 0,80 0,63 
BOWORNER <4. 6 wus. 004 1.37 1.08 
PWeCenn fs «ss 1.58 


fiinfwéchiger Gardauer kleiner werden, als nach 1 Woche. Auch hier 
sind jedoch die Differenzen in den Mengen an gebildeter Saure nur ganz 
gering. Als Beispiel sei angefiihrt, daB nach einwéchiger Bebriitung 
durch das Bact. acetosum (Henneberg) bei der fiinften Passage 0,75 °%%, 
bei der sechsten Passage 0,49°, Galaktonséure gegeniiber 0,27 °%, bei 
der ersten Passage gebildet wurden. Die Zunahme an Saure betragt 
demnach nach einwéchiger Gardauer maximal 0,48°, Galaktonsaéure. 
Nach langerer Bebriitungsdauer sind die Unterschiede, wie oben schon 
angefiihrt, noch geringer, sie betragen maximal nach vierwéchiger 
Bebriitung 0,25°, Galaktonsaure. 

Beim Bact. aceti (Hansen) (Tabelle VIII) und vielleicht andeutungs- 
weise auch beim Bact. rancens, kann man im Verlauf der Passagen eine 
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deutlich merkbare, wenn auch zahlenmaBig nur geringe Verkleinerung 
der Sauremenge konstatieren, die hier sowohl nach einwéchiger als 
auch nach langerer Bebriitungszeit kenntlich ist. Die Sauerungskurven 
verlaufen also bei zunehmender Weiterimpfung im gleichen Substrat 
deutlich flacher. 


Bact. gluconicum (Abb. 1). Bei der Weiterimpfung des Bact. 
gluconicum in Galaktosenahrlésungen von gleicher Zusammensetzung 
ergibt sich eine auBerordentlich starke Zunahme der Sauremenge im 
Verlauf dieser Passagen. Dabei ist bemerkenswert, daB die Aziditats- 
kurven, besonders in der ersten Woche der Bebriitung, einen ganz 
rapiden Anstieg zeigen. Innerhalb der nachsten 2 bis 3 Wochen werden 
die Kurven flacher, um noch spéater fast parallel zur Abszisse zu ver- 
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Abb. 1. 


laufen. Der Unterschied zwischen den einzelnen Kurven beruht im 
wesentlichen auf dem verschieden steilen Anstieg innerhalb der ersten 
Garwoche, und zwar nimmt die Steilheit mit wiederholter Cberimpfung 
ausnahmslos zu. In ihrem weiteren Verlauf sind die Kurven zueinander 
angenadhert parallel. Daraus ergibt sich, daB die Differenz der Aziditaten 
nach verschiedenen Garzeiten bei Betrachtung der gleichen Passagen 
annahernd gleich groB sind. So betragt z. B. die Sauremenge nach 
einwochiger Bebriitung bei der ersten Passage 1,0°,, bei der achten 
Passage 3.9°%, Galaktonsaure, die Zunahme an Saéure demnach 2,9°, 
Galaktonséure. Der Gehalt an Saure nach vierwéchiger Gardauer 
betragt bei der ersten Passage 2,25°,. bei der achten Passage 4,8 °, 
Galaktonséure. Die Saurezunahme von 2,55°, Galaktonsaure nach 
vierwochiger Bebriitung im Verlauf von acht Passagen unterscheidet 
sich also nicht wesentlich von der oben angefiihrten nach einmwoéchiger 
Gardauer. 


Die Anfangsteile der Kurven, die den Verlauf der Gartatigkeit 
des Bakteriums innerhalb der ersten 7 Tage wiedergeben sollen, haben 
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wir in der Abbildung als  steil ansteigende Gerade eingezeichnet. 
DaB dieser Verlauf der Kurven nicht den Tatsachen entspricht, ergibt 
sich aus den Werten, die wir bei der 13. Passage ermittelten. 
(Abb. 1.) Die erste Entnahme und damit die erste Titration erfolgte 
namlich, wie oben schon angefiihrt, im allgemeinen nach dem siebenten 
Garungstage. Infolgedessen konnten wir in den Anfangsteilen der 
Kurven keine Zwischenpunkte einzeichnen. Bei der 13. Passage 
bestimmten wir, vom zweiten Tage der Bebriitung angefangen, taglich 
die Aziditat und erhielten den bekannten S-férmigen Verlauf der 
Aziditétskurve. Es erfolgt also bis zum zweiten Tage ein schwacherer 
Sdureanstieg, weiter bis zum vierten Tage ein ganz rapides Anwachsen 
der Saéure und von diesem Zeitpunkt an wieder nur eine geringere 
weitere Zunahme der Aziditat. 

Zur Kontrolle der Aziditaétskurve der ersten Passage des Bact. 
gluconicum wurde untersucht, ob ein Unterschied in der Sauerung 
erkennbar ist, wenn die eingeimpften Bakterien von festen Nahrbéden 
stammten, oder wenn sie an das fliissige Nahrmedium gewohnt waren. 
Wir verwendeten zu diesem Zwecke einerseits Bakterien, die auf Wiirze- 
agar stindig weitergeimpft waren, andererseits solche, die vier bis sechs 
Passagen in Hefewasser mit 5°, Traubenzucker durchgemacht hatten. 
In beiden Fallen fanden wir fiir die Saéuerungskurven innerhalb der 
Fehlergrenze vollkommen gleiche Resultate. Aus Griinden der Platz- 
ersparnis verzichten wir auf die genaue Angabe der einzelnen Werte. 
Auch die zur Uberimpfung verwendeten Fliissigkeitsmengen wurden 
in Parallelversuchen variiert, so zwar, daB an Stelle des iiblichen 1 ccm 
der gesiuerten Lésung in manchen Fallen bis zu 5 ccm zum Beimpfen 
verwendet wurden. Dadurch wurde natiirlich insbesondere die Menge 
an iibertragenen Bakterien bedeutend vermehrt. Es lieB sich jedoch 
auch bei dieser Versuchsanordnung kein Unterschied in den Saurewerten 
gegeniiber den bei geringer Beimpfung ermittelten nachweisen, weshalb 
wir ebenfalls auf die Wiedergabe der Versuchsprotokolle verzichten. 

In Abb. 2 trugen wir auf der Abszisse in gleichmaBigen Abstanden 
die Passagennummern auf, auf der Ordinate die Prozente der durch 
das Bact. gluconicum gebildeten Galaktonséiure und verbanden die 
Werte nach gleichen Zeiten miteinander. Wir erhielten so Kurven, 
die die Aziditatszunahme bei fortgesetzter Passage und immer gleicher 
Gardauer angaben. Uberraschenderweise zeigten diese Kurven eine fiir 
biologische Versuche ganz auBerordentliche Stetigkeit. Besonders die 
Kurve, die den Garverlauf nach einer Woche bei den verschiedenen 
Passagen des Bact. gluconicum angibt, hat keinen einzigen Knickpunkt, 
wahrend die weiteren Kurven erst bei den gréBten Passagezahlen 
geringe Abweichungen vom gleichmaBigen Verlauf erkennen lassen. 
Der Charakter der Kurven ist der von flachen Parabeln. 
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Die oben beschriebenen Aziditatskurven der untersuchten Essig- 
bakterienstamme lassen mit auBerordentlicher Deutlichkeit erkennen, 
daB sich das Bact. gluconicum bei der Passage auf Galaktosenahr- 
losungen gleicher Zusammensetzung in wesentlicher Hinsicht anders 
verhalt, als die iibrigen acht untersuchten Stémme. Bei diesen acht 
Stémmen laBt sich eine Einteilung in drei Gruppen vornehmen, die sich 
jedoch nur auf sehr geringe Aziditatsunterschiede stiitzen kann. 

Wir miissen jedoch noch einmal betonen, daB die Unterschiede 
in den Séuremengen, wie aus den Tabellen deutlich hervorgeht, 
sehr gering sind und in keinem Verhaltnis stehen zu der weitaus 
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bedeutenderen Saurezunahme bei den Passagen des Bact. gluconicum. 
Auch die absolute Menge an produzierter Saure erreicht bei diesen 
Bakterien nicht einmal die Werte bei der ersten Passage des Bact. 
gluconicum, ganz abgesehen von den viel gréBeren Sauremengen 
bei den weiteren Passagen dieses Stammes. Im Zusammenhang damit 
fallt auf, daB sich die aus den Tabellen zu konstruierenden <Azi- 
ditatskurven der acht Bakterienstamme in spitzem Winkel an die 
Abszisse anlegen, wahrend die Kurven fiir das Bact. gluconicum auber- 
ordentlich steil vom Ursprung des Koordinatensystems ausgehen. 
Das bedeutet also, daB beim Bact. gluconicum schon nach kurzer Zeit 
erhebliche Sauremengen gebildet werden. 


Das auffallendste Charakteristikum des Bact. gluconicum bei diesen 
Versuchen ist jedoch die ungewéhnlich starke Saurezunahme im Verlauf 
der Passagen, wie es besonders deutlich aus der Abb. 2 zu erkennen ist. 


Zusammenfassung. 


1. Wie wir in friiheren Untersuchungen schon feststellen und dies- 
mal bestatigen konnten, oxydieren die untersuchten neun Essigbakterien- 
stimme Galaktose zu Galaktonsiure. Die Schnelligkeit der Oxydation 
ist jedoch bei den einzelnen Stémmen verschieden. 
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2. Die untersuchten Essigbakterien zeigten mit Ausnahme des 
Bact. gluconicum keinen wesentlichen Unterschied in ihren Aziditats- 
Zeitkurven, gleichgiltig, ob die fiir die Impfung verwendeten Bakterien 
aus Wiirzeagarréhrchen bzw. aus Kulturen in Traubenzucker-Hefe- 
wasserl6sungen oder aus Passagen in Galaktosenahrlésungen ent- 


nommen wurden. 


3. Nur beim Bact. gluconicum konnten wir bei Passagen in Galak- 
toselésungen gleicher Zusammensetzung einen ganz bedeutenden 
Anstieg der Aziditat im Verlauf dieser Weiterimpfungen, insbesondere 
innerhalb der ersten Garwoche nachweisen. So betrug z. B. die Saure- 
menge nach der ersten Woche bei der ersten Passage 1,0°, Galakton- 
sdure, dagegen bei der zwélften Passage nach der gleichen Gardauer 
und unter den gleichen auBeren Bedingungen 4,2°, Galaktonsaure. 
Dieser Wert entspricht einem Umsatz von 77,7°, des zugesetzten 
Zuckers. 

4. Der Anstieg der <Aziditaten in den fortlaufenden Passagen 
nach gleicher Gardauer verlief beim Bact. gluconicum vollkommen 
stetig, ungefihr im Sinne einer parabolischen Funktion. 
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Uber die quantitative Bestimmung des Anabasins. 


Von 
Adolf Wenuseh und Gerhard Bilowitzki. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Osterreichischen Tabakregie in Wien. 


(Eingegangen am 17. Februar 1954.) 


Das von A. Orechoff und G. Menschikoff! in den Wurzeln der 
Anabasis aphylla aufgefundene Alkaloid Anabasin wird in jiingster 
Zeit, besonders in Amerika, an Stelle von Nicotin als insecticides Mittel 
verwendet. Es kommt als 40°,iges Anabasinsulfat in den Handel 
und ist in diesem Zustande eine élige, rotbraune Fliissigkeit. 

Da Anabasin mit Wasserdimpfen verhaltnismaBig leicht fliichtig 
ist, so 1laBt es sich aus alkalisch gemachtem Anabasinsulfat durch 
Wasserdampfdestillation leicht quantitativ tibertreiben. Zuriick bleibt 
bei dieser Behandlung des handelsiiblichen Anabasinsulfats eine nicht 
wasserdampfflichtige Base. 

Auf diese Weise laBt sich eine rohe Reinigung des Anabasins erzielen. 
Zur weiteren Reinigung wurde im Destillat das Anabasin mit Pikrinsaure 
gefallt und das abgeschiedene Anabasinpikrat zwecks weiterer Reinigung 
wiederholt umkristallisiert. Trotz dieser wiederholten Umkristallisierung 
sowohl aus Wasser als aus Alkohol war es nicht mdéglich, einen scharfen 
Schmelzpunkt des Anabasinpikrats zu errreichen, was seinerzeit schon von 
Orechoff und Menschiko/? konstatiert wurde. 

Von dem derart gereinigten Anabasinpikrat wurden 0.1747 ¢ mit 
verdiinnter Natronlauge der Wasserdampftdestillation unterworfen. Nach- 
dem einige Tropfen vom Destillat mit Kieselwolframsaure keine Triibung 
mehr gaben, wurde das Destillat auf 500cem aufgefiillt. Da 0.1747 ¢ 
Anahasinpikrat (Cy) H,,N2 . 2 CyH,N,0-) der Wasserdamptdestillation unter- 
worfen wurden, waren in den 500 cem des Destillats 0.1747 . 0.258 = 0.0450 g 
Anabasin enthalten. 


Es wurde vorerst versucht, die zur quantitativen Nicotinbestimmung 
bestens bewahrte Aieselwolframsdurefallung auch fiir das Anabasin 
anzuwenden. 


Zu diesem Behufe wurden 100 cem des Destillats in einem Becherglas 
mit 5cem Salzsiure 1:4 und mit 5 ecm einer 12 °,igen Kieselwolframsaure 
losung versetzt. Der Salzsdurezusatz begiinstigt das Absetzen des Niedet 
schlags. Nach zwolfstiindigem Stehen war der Niederschlag von kiesel- 
wolframsaurem Anabasin vollkommen zu Boden gefallen. Der Niederschlag 
wurde nun in einem gewogenen Gooch-Tiegel gesammelt und bei 120°C 
getrocknet. Es ergab sich eine Auswaage von 0,0885 ¢ kieselwolframsaurem 
Anabasin. Nimmt man entsprechend dem Nicotin die Formel 12 WO, 
. SiO, . 2 CyyH,,N2 . 2 H,O fiir das getrocknete Salz an, so ergibt sich, daB 


1 Ber. 64. 266. 1931. 
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in der Auswage 0.0885. 0,1001 0.0088 ¢ Anabasin enthalten waren. 
Die zur Priifung verwendeten 100 cem des Destillats enthielten 0,045: 5 
0,0090 g Anabasin. 


5 * . . z 

Aus der guten Ubereinstimmung ergibt sich, daB das Anabasin, 
ebenso wie das Nicotin, durch Fallung mit Kieselwolframsaéure in ein- 
facher Weise bestimmt werden kann. Voraussetzung fiir die Anwendung 
dieser Methode ist selbstredend die Abwesenheit anderer durch Kiesel- 
wolframsaure fallbarer Verbindungen. 

Als nachste Moéglichkeit zur quantitativen Bestimmung des Ana- 
basins wurde die Fallung mit Pikrinsdure versucht. 

Zu diesem Behufe wurden 100 cem des Destillats mit Essigsiure ganz 
schwach angesduert und mit 50 cem kaltgesattigter waésseriger Pikrinsaure- 
lésung gefallt. Nach zw6lfstiindigem Stehen wurde die Probe durch einen 
gewogenen Gooch-Tiegel filtriert und der Niederschlag mit etwas verdiinnter 
Pikrinséurelésung gewaschen. Der Gooch-Tiegel wurde sodann bei 65° C 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Es ergab sich eine Auswage von 
0,03L0 g Anabasinpikrat. Multipliziert man 0.0310 ¢ mit dem Faktor 0,258, 
so ergibt sich ein Wert von 0,0800, wahrend in den 100 cem der Probe 
0,0900 g Anabasin enthalten waren. Anabasinpikrat ist ebenso wie das 
Nicotinpikrat etwas léslich. Aus diesem Grunde kann man auch bei der 
quantitativen Nicotinbestimmung nicht den theoretischen Faktor 0,258 
benutzen, sondern 0,27.  Anabasin erfordert wegen der etwas gréBeren 
Léslichkeit des Pikrats den Faktor 0,29. 

Anabasin ist, ebenso wie das Nicotin, durch Fallung mit Pikrin- 
siure quantitativ bestimmbar, nur mu8 die Pikratauswage statt mit 
dem theoretischen Faktor mit 0,29 multipliziert werden, um den rich- 
tigen Wert fiir die im Pikrat enthaltene Menge von Anabasin zu erhalten. 

SchlieBlich wurde noch eine quantitative Anabasinbestimmung 
mit Pikrolonsdure versucht. 

Hierfiir wurde ein Destillat verwendet, welches 0,2871 g¢ Anabasin im 
Liter enthielt. Es wurden 100, 50, 25 und 10 cem dieser Anabasinlésung 
fiir den Versuch herangezogen. Die Proben unter 100 cem wurden mit 
destilliertem Wasser auf 100 cem aufgefilllt und sodann mit 100 cem kalt- 
gesattigter wasseriger Pikrolonsaiurelésung versetzt. Nach zw6lfstiindigem 
Stehen wurde durch gewogene Gooch-Tiegel filtriert. Die Cooch-Tiegel 
wurden sodann bei 70° C getrocknet. Es ergaben sich Auswagen von 0,1250, 
0,0610, 0.0310 und 0,0128 g Anabasinpikrolonat. (Cyp HN. 2 CoH gN4Os-) 
Multipliziert mit dem theoretischen Faktor 0,234 ergeben sich: 

gef.: 0,0292, 0,0143, 0,0072, 0,003 g 
ber.: 0.0287, 0,0143, 0,0072, 0,003 g 


Die Fallung mit Pikrolonséure ist mithin sehr gut brauchbar zur 
quantitativen Bestimmung des Anabasins. 

Bei noch starkerer Verdiinnung fallt Anabasinpikrolonat erst 
nach mehrtagigem Stehen oder iiberhaupt nicht mehr. Bemerkenswert 
ist, daB Nicotin in diesen Konzentrationen mit Pikrolonsaure tiberhaupt 
nicht mehr gefallt wird. 
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Uber die Identitat des Follikelhormons (Menformon) aus Harn 
schwangerer Frauen und trichtiger Pferde, mit Bemerkung zur 
Ratteneinheit und Dosisverteilung’. II. 


Von 
S. E.de Jongh, 8S. Kober und E. Laqueur. 
(Aus dem Pharmako-therapeutischen Laboratorium der Universitat 
Amsterdam.) 


(Eingegangen am 19, Februar 1954.) 


In der ersten Mitteilung? berichteten wir iiber eine Reihe von 
Argumenten auf physikalischem, chemischem und biologischem Gebiet, 
die simtlich fiir eine Identitat der Follikelhormonkristalle, die aus dem 
Harn schwangerer Frauen bzw. Pferde erhalten werden konnten, 
sprachen. Damals war, neben dem Trioxyfollikelhormon von Marrian, 
nur eine einzige Form des Brunsthormons vom Typ der Ketoxyverbin- 
dung bekannt, némlich die von Butenandt spater als x-Follikelhormon 
bezeichnete Substanz, dieselbe Verbindung, die nacheinander und 
unabhangig voneinander durch Doisy, Butenandt und Dingemanse 
mit den Verfassern im Jahre 1929 aus dem Harn schwangerer Frauen 
isoliert worden war. 


Unsere Erkenntnis auf diesem Gebiet hat in der Zwischenzeit 
durch die Untersuchungen von A. Girard und Mitarbeitern eine wesent- 
liche Erweiterung erfahren. Wahrend wir uns seinerzeit damit begniigen 
muBten, veranlaBt durch anderweitig nicht zu verstehende experimen- 
telle Ergebnisse, auf die wahrscheinliche Existenz von noch anderen, 
dem Menformon chemisch sehr nahestehenden Brunststoffen im Pferde- 
harn hinzuweisen, ist es Girard® und Mitarbeitern gelungen, drei von 
solchen Stoffen zu isolieren, das Equilin, Hippulin und Equilenin, 
neben groBen Mengen des mit unserem Menformon sichtlich identischen 
.Folliculine*. 


Wenn Girards Untersuchungen eine Bestatigung und Erweiterung 
unserer eigenen Befunde bildeten, so ergaben sich aus Mitteilungen von 
A. Butenandt* Zweifel an der Richtigkeit der Einordnung der von uns 
isolierten Hauptfraktion. Dieser Forscher wollte namlich aus Pferde- 
harn an schon bekannten Stoffen ausschlieBlich das /-Follikelhormon 


1 Diese Arbeit ist. obwohl schon vor 4 Monaten fertiggestellt. aus 
AuBeren Griinden liegengeblieben. 2 Diese Zeitschr. 240, 247, 1931. 
3C.r. Acad. Sci. 194, 1020, 1932; 195, 981, 1932. — 4 Hoppe-Sevlers Zeitschr. 
f. phys. Chem. 208, 129, 1932. 
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(eine Substanz, die er bei seiner Dehydratierung des Trioxyfollikel- 
hormons mit KHSO, neben dem z-Follikelhormon erhalten haben 
wollte), jedoch kein ¢-Follikelhormon isoliert haben. 

Nach AbschluB des experimentellen Teils der vorliegenden Unter- 
suchung wurde jedoch von Butenandt! das Vorkommen des «-Follikel- 
hormons im Pferdeharn  bestatigt. Wenn wir uns trotzdem zur 
Mitteilung unserer Ergebnisse entschlieBen, so geschieht es im Hin- 
blick auf einige interessante Befunde, die uns hierbei begegnet sind. 
Bei unseren friiheren Untersuchungen haben wir, wie uns jetzt zu Recht 
von Girard? vorgeworfen wird, der Bestimmung des Drehungsvermégens 
unserer Substanzen zu geringe Aufmerksamkeit geschenkt. Wir hatten 
seinerzeit in einer Mikrobestimmung fiir die Hauptfraktion aus dem 
Pferdeharn («)> + 161° gefunden und dies mit dem von Butenandt 
angegebenen Wert von 156 bis 158° fiir das x-Follikelhormon identisch 
erklart. 

Nachdem sich nunmehr die von Girard isolierten Substanzen vor 
allem im Drehungsvermégen vom «-Follikelhormon als stark abweichend 
erwiesen hatten, haben wir diesem Punkt jetzt unsere besondere Auf- 
merksamkeit zugewandt. 


1. Drehungsvermégen. 


Die im folgenden besprochenen Messungen wurden als Makrobestim- 
mungen mit Mengen von 200 mg Substanz in 25cem Chloroform im 2-dm- 
Rohr im Lichte einer Osram-Natriumlampe ausgefiihrt. 

Fiir zwei durch den Schmelzverlauf als sehr rein charakterisierte 
Kristallisate aus Pferdeharn fanden wir eine spezifische Drehung von 
163.2 und 165,1°. Der erste Wert stimmt sehr gut mit der Angabe von 
Girard fiir sein Folliculine mit 163° iiberein, weicht jedoch nicht unwesentlich 
von dem friiher von Butenandt® fiir das x-Follikelhormon angegebenen 
Wert von 156° ab. Fiir sein vermeintliches ?-Hormon nennt Butenandt 
eine spezifische Drehung von 165 bis 166°. Bestimmung an eigenen reinsten 
Kristallen aus Frauenharn ergab einen Wert (bei dieser Bestimmung wurden 
158,5°. Durch 


2 
D 
Umkristallisierung der schon sehr reinen oben erwahnten Kristalle (%)p 

165.1° aus Chloroform, Alkohol, Benzo] und Aceton wurde ein Kristallisat 
mit («),, = + 161,3° erhalten und aus der Mutterlauge ein solches mit 
167.7°. (Das zuletzt erwahnte Kristallisat zeigt Meniskusbildung bei 254°, 
wahrend das reinere bei 256,5° véllig geschmolzen war.) 


nur 178.3 mg in 25cem Chloroform gelést) von (x) 


Hieraus ergibt sich. daB durch den Schmelzverlauf als sehr rein 
gekennzeichnete Kristalle aus Pferdeharn eine um einige Grade héhere 
spezifische Drehung besitzen als das x-Follikelhormon aus Frauenharn. 


! Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 218, 104, 1933. — ? Bull. de 
la Se. de Chimie biol. 15, 5. 1933. — * Untersuchungen iiber das weibliche 


Sexualhormon 1931. 
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Es ergibt sich weiter, daB diese Substanzen jedoch noch nicht als 
vollig einheitlich anzusehen sind, da sie sich durch weitere zahlreiche 
Umbristallisationen aus verschiedenen Lésungsmitteln in eine Rest- 
fraktion mit héherer Drehung und eine Hauptfraktion mit niedrigerer 
Drehung als die .,reine’’ Ausgangssubstanz zerlegen lassen, ohne dab 
der Wert des z-Follikelhormons aus Frauenharn ganz erreicht wirde. 

Nachdem durch Girard das Equilin mit (x), t- 308° isoliert 
ist, lieBe sich diese Erscheinung zwanglos durch eine geringfiigige Ver- 
unreinigung des Follikelhormons durch diese Substanz erklaren, was 
natirlich noch nicht bewiesen ist. 


2. Schmelzpunkt des Benzoylats. 


Fir sein $-Hormon gibt Butenandt (a. a. O.) eine spezifische Dre- 
hung von 165 bis 166° an. Sie fallt der GréBenordnung nach mit den 
x-Follikelhormonkristallisaten aus Pferdeharn zusammen. Als wesent- 
liches Unterscheidungsmerkmal vom «-Follikelhormon nennt Butenandt 
den Schmelzpunkt des Benzoylats. Das z-Follikelhormonbenzoylat 
soll bei 217,5° schmelzen, auch die erstarrten Schmelzen sollen stets 
bei 217,5° wieder schmelzen. Das Benzoylat des $-Hormons soll jedoch 
je nach Kristallform bei 220 oder 205° schmelzen, wahrend die erstarrte 
Schmelze stets bei 205° schmelzen soll. 

Im Hinblick auf die friihere Angabe von Butenandt, nur das B-Hormon 
aus Pferdeharn isoliert zu haben, unterzogen wir auch diesen Punkt 
einer naheren Untersuchung. Hierbei zeigte sich, daB verschiedene 
Benzoylate der Hauptfraktion aus Pferdeharn zwischen 217 und 222° 
schmolzen, Schmelzpunkte, die sowohl dem g- wie dem /-Hormon 
entsprechen konnten. 

Beim Wiederschmelzen der erstarrten Schmelze beobachteten wir 
jedoch Schmelzpunkte sowohl zwischen 204.5 und 208°, wie bei 218° 
(scharf), je nachdem wir die Schmelze schnell oder langsam erstarren 
lieBen. Die gleiche Erscheinung beobachteten wir nunmehr auch bei 
einem reinen Benzoylat aus unseren sehr reinen Kristallen aus Frauen- 
harn. Dieses von Butenandt zur Fixierung einer besonderen Substanz 
(des §-Hormons) herangezogene Kennzeichen ist also auch dem z-Hor- 
mon eigen. Es findet sich gleichermaBen bei den entsprechenden Kri- 
stallisaten des Frauen- wie des Pferdeharns. (Die Neigung zu dieser 
Erscheinung des doppelten Schmelzpunktes des Benzoylats scheint 
nicht auf das Ketoxy-Follikelhormon beschrinkt zu sein. Es wurde in 
unserem Laboratorium durch Dr. K.G@. David auch beim Benzoylat 
des Dihydrofollikelhormons beobachtet, woriiber an anderer Stelle zu 
berichten sein wird.) 

Fir die Identitatsfrage ergibt sich aus dem Angefiihrten, daB auch 
die nahere Untersuchung des Schmelzverlaufs bei den Benzoylaten 


Q* 








20 S. E. de Jongh, 8. Kober u. E. Laqueur: 
nichts aufzeigt, was auf eine Verschiedenartigkeit der Hauptfraktion 
aus Pferdeharn vom («)-Follikelhormon aus Frauenharn hindeutet!. 


3. Biologische Wirkung. 


Wahrend Butenandts spaitere Veréffentlichungen Priifung und Er- 
ginzung einiger Punkte im physikalischen und chemischen Teil unserer 
friiheren Untersuchung veranlaSten, lieBen gewisse, nicht ganz eindeutige, 
Angaben von A. Girard und Mitarbeitern eine Erginzung der biologischen 
Versuche wiinschenswert erscheinen. Zwar hatten wir neben einigen 
anderen biologischen Wirkungen auch die Brunst verfolgt, jedoch aus- 
schlieBlich bei dem Versuchstier, bei dem wir aus technischen Griinden 
stets alle Menformoneichungen ausfiihren, namlich der kastrierten Maus. 
SchlieBlich war die Méglichkeit nicht von der Hand zu weisen, daB unsere 
,.Pferdekristalle’’ zwar bei der Maus, jedoch nicht bei der Ratte, dem 
Versuchstier Girards, mit den Frauenkristallen gleich wirken sollten. 
(Unter ,,unseren®* Pferdekristallen sind nach dem obigen Kristalle mit 
einer Drehung von + 163° zu verstehen); daher schien es uns 
wiinschenswert, die beiden Kristallsorten nochmals einer vergleichenden 
Untersuchung auf ihre Brunstwirkung, jedoch diesmal bei atten. 
zu unterziehen. Hierbei zogen wir auch in Erwaigung, daB es fiir 
den Vergleich unter Umstanden nicht gleichgiiltig sein kénnte, ob die 
Dosis, wie bei uns tiblich, tiber dret Einspritzungen innerhalb 24 Stunden 
verteilt wird oder auf einmal verabfolgt wird. Da wir die Technik von 
Girard nicht kannten, wandten wir beide Methoden an. 

Uberdies verglichen wir auch noch die Wirkung der beiden 
Kristallarten bei oraler Verabfolgung. Wie sich aus den untenstehenden 
Versuchsbelegen ergibt, besteht in allen Fallen nahezu Gleichheit der 
Wirkung:; sicherlich ist jedoch keine schwachere Wirkung dieser ,,un- 
serer’’ Pferdekristalle zu erkennen. 


Experimenteller Teil. 
a) Subcutane Verabfolgung von Frauen- und Pferdekristallen, verteilt 
in drei Portionen tiber 24 Stunden (3. 0,1 ecem Ol). 


I. Gesamtdosis 1,2 y. Brunstwirkung bei Ratten: 


Pferdekristalle, 17 Ratten . . . unwirksam 0, wirksam 2. positiv 15 
Frauenkristalle, 15 ,, rae - ty Ps 3, Fr Ll 


' Aus Obigem ergeben sich auch starke Zweifel an der Existenz eines 
besonderen fB-Hormons. Die Abweichung im Drehungsvermégen ist zu 
gering, um hieraus allein auf ein besonderes Individuum schlieBen zu diirfen, 
zumal Butenandt in seiner letzten Publikation (a.a.O.) als spezifische 
Drehung des «-Follikelhormons aus Frauen- und Pferdeharn selbst weitere 
Grenzen (+ 159 bis 170°) angibt. Ubrig bleibt eine abweichende Brunst- 
wirkung nach Butenandt; uns selbst ist bei der Nacharbeitung der von 
Butenandt angegebenen Methode die Darstellung eines /-Hormons niemals 
gelungen. 
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II. Gesamtdosis 0,8 y.  Brunstwirkung bei Ratten: 
Pferdekristalle, 21 Ratten . . . unwirksam 2, wirksam 7,  positiv 12 
Frauenkristalle, 21 i oe = ye ‘a 4, - 15 


Folgerung: kein Unterschied. 


b) Subcutane Verabfolgung bei einmaliger Einspritzung in 0,1 cem Ol: 


unwirksam wirksam positiv 
: ; {| Dosis 1,2 y, 18 Ratten 7 ll ij 
Yordeakris . ' 
Pferdekristalle . . . | 167,18 ,, 0 6 12 
Bay, 7 l 5 l 
Frauenkristalle . LGy, 7 - l 3 3 
| 2,0», & | 2 5 
Wie oben. jedoch in 0.3 cem Ol: 
, | Dosis 1.67, 18 Ratten 2 5 ll 
Yardekris . } ‘ 
Pferdekrista lle 207,18  ,, 9 3 13 
| ees 7 < 0 2 5 
Frauenkristalle . Fy, Eh. ps 0 0 7 
| 2,54, 8 = 3 0 5 


In diesen Versuchen mit einmaliger Gabe ist die Streuung etwas gréBer ; 
wenn es bei den Pferdekristallen den Eindruck erweckt, als ob Verabfolgung 
der Dosis in 0,3 cem anstatt in 0,1 cem das Endresultat nicht beeinfluBt, 
so scheint bei den Kristallen aus Frauenharn die Wirkung zum mindesten 
bei 1.6 und 2,0 y starker zu werden; 2.5 7 dagegen wirkte in 0,3 cem ein- 
gespritzt wieder schwacher, sogar schwacher als 2 y Pferdekristalle. Alles 
zusammen genommen, spricht u. bE. daher nichts fiir einen Unterschied. 

c) Verabfolgung per os, gelést in Lebertran 3.0,leccem innerhalb 
24 Stunden: 


unwirksam wirksam positiv 
Pterdekristalle, Gesamtdosis 19,2 7, 14 Ratten 5 5 + 
38.4, 14 ,, 3 3 Ss 
Frauenkristalle, PP 19,2y, 29 ,, 16 9 4 
38,4 y, 22 i 4 4 14 


Folgerung: kein Unterschied. 


Bemerkungen zur ,,Ratteneinheit*. 

Das hier behandelte Material la8t auch Folgerungen zu, die iber 
den eigentlichen Rahmen der Fragestellung hinausgehen. Die ,,Ratten- 
einheit’ fiir Frauen- und Pferdekristalle bei subcutaner Gabe (dreimal 
0,1 cem) scheint nach den obigen Zahlen etwas unter 1,2 y zu liegen 
Hiermit reagierten 81°, der Tiere positiv (wahrend nach unserer Ein- 
heitsdefinition es ausreicht, wenn ?/, der Tiere positiv reagierten und 
ein Teil der iibrigen eine gewisse Wirkung zeigen). 

Dies deckt sich mit den Ergebnissen, die wir unter den gleichen 
Versuchsbedingungen bei unserem iibrigen Eichungsmaterial im letzten 
Jahre erhalten haben: die sogenannten ,,Ratteneinheiten’ wiirden also 
um 1,0 y liegen und 101. EK. (internationale Einheiten) entsprechen. 
Da auf Grund vieler Tausend Einzelversuche unsere Mauseeinheit 

111. E. ist, finden wir demnach unter AuBerachtlassung des 
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Koérpergewichtes ein Empfindlichkeitsverhaltnis zwischen Ratte 
und Maus von 1: 9. 

Die Behauptung, da Ratten und Mause gleiche Empfindlichkeit 
fiir das Follikelhormon zeigen, daB die sogenannte Ratten- und Mause- 
einheit identisch wahren, ist demnach absolut irrig. Schon auf Grund 
unserer friiheren sehr zahlreichen Erfahrungen an unreineren Pra- 
paraten, wobei sich ein Verhaltnis von 1 : 4 ergeben hatte (in Ausnahme- 
fallen 1:2 und 1:8), sind wir dieser Behauptung entgegengetreten 
und miissen dies auf Grund der hier mitgeteilten Erfahrungen mit 
kristallinischen Praparaten erneut tun. 

Ebensowenig kann davon gesprochen werden, daB der Zufiihrungs- 
weg des Hormons gleichgiiltig ist. Bei oraler Gabe scheint die 
Kinheit (= zur Brunst erforderliche Menge) in der Nahe von 40 y 

400 1. E. zu liegen. Dies stimmt mit unseren friiheren Beobach- 
tungen an unreinen Praparaten gut tiberein, obwohl diesmal das 
Menformon in Lebertran gelést auf die Rattenzunge getropft wurde 
und friiher in wasseriger Lésung mit Zwiebackkriimelchen, zu einem 
festen Brei gemengt, den hungrigen Tieren als Nahrung angeboten 
wurde. 

Bemerkung zur Bedeutung der Dosisverteilung. 

Nach unseren Erfahrungen mit kristallisierten Praparaten in Ol hat 
die Verteilung der subcutan gegebenen Dosis bei Ratten eine geringere 
Bedeutung. Die Brunstdosis ist fiir beide Kristallarten, wenn einmal 
gegeben, etwa 2 y, also nur etwa das Doppelte der Brunstdosis, die nétig 
ist bei Verteilung tiber drei Einspritzungen, wobei sie, wie eben dargelegt, 
1 y betragt. In fritheren, zum Teil 6 und 7 Jahre zuriickliegenden Versuchen 
bei Mausen und bei Benutzung unreinerer Praparate, aber vor allem des 
Wassers als Vehikel, ergaben sich ganz andere Verhaltnisse. 

Neue Versuche, die wir hier nicht naher mitteilen wollen, ergaben 
jetzt auch bei Mausen, bei Benutzung von O1 als Vehikel, zwischen ein- 
und dreimaliger Verteilung oft nur 50°, der Dosis betragende Unterschiede. 
Gewisse in der Literatur immer wieder auftretende Gegensitze sind dadurch 
zum Teil erklart. 

Vom Standpunkt einer zuverldssigen Eichung halten wir aber auch 
noch heute die dreimalige Verteilung fiir besser als die einmalige Einspritzung, 
denn bei dieser kénnen einzelne technische Fehler wie auch _ biologische 
UnregelmaBigkeiten des Tieres wegen mangelnder Ausgleichsméglichkeit 
eine gréBere Bedeutung fiir das Endergebnis bekommen. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird auf die Differenz zwischen der spezifischen Drehung 
von dem («)-Follikelhormon aus Frauenharn und dem sehr reiner ent- 
sprechender Kristallisate aus Pferdeharn hingewiesen, wobei diese stets 
um einige Grade héher liegt. 

2. Durch weitere wiederholte Umkristallisation aus verschiedenen 
Lésungsmitteln gelingt es, ein solches Kristallisat noch in Fraktionen 
mit héherem und niedrigerem Drehungsvermégen zu zerlegen. 
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3. In Hinblick auf eine friihere (in der Zwischenzeit jedoch be- 
richtigte) Veréffentlichung von A. Butenandt, nach der entgegen 
unseren friiheren Befunden — im Pferdeharn nur /-Hormon, jedoch kein 
z-Hormon vorkommen soll, wurde der Schmelzverlaut verschiedener 
Kristallisate vom Benzoylat des (x)-Follikelhormons aus Frauenharn 
und Pferdeharn verfolgt. Hierbei zeigte sich, daB die von Butenandt 
fiir sein P-Hormon als charakteristisch angesehene Erscheinung des 
doppelten Schmelzpunktes auch bei den Benzoylaten des («)-Hormons 
aus Frauen- und Pferdeharn in gleichem Ma8e auftritt. 

4. Identitét in der biologischen Wirksamkeit hinsichtlich der 
Brunstwirkung von Menformonkristallen aus Frauenharn und solchen 
aus Pferdeharn besteht auch an Ratten und zwar sowohl bei subcutaner 
wie oraler Gabe. 

5. Die ,, Ratteneinheit’: des kristallinischen Follikelhormons (Men- 
formon) ist bei subcutaner Gabe 10 1. E., namlich 1,0 y. etwa neunmal 
so groB als unsere ,,Mauseeinheit, die etwa Oly = 1,1 LE. 
betragt. 

6. Die bei oraler Gabe zur Brunsterzeugung nétige Menge von 
Kristallen ist bei Ratten, in Bestatigung friiherer Versuche mit un- 
reinem Material, etwa 40mal so groB wie bei subcutaner Dosis. 

7. Die Verteilung spielt bei Ratten wie Mausen bei subcutaner 
Gabe, sofern kristallinisches Follikelhormon in Ol gegeben wird, eine 
geringere Rolle, d. h. die Brunstdosis betraigt bei einmaliger Gabe nur 
etwa das 1!),fache von der bei Verteilung auf drei Einspritzungen. 








Untersuchungen iiber die Resorption von Fettsiuren. 
Von 
F. Verzar und L, Laszt, 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 20, Februar 1934.) 


Die Resorption der Fette erfolgt nach einer Spaltung durch Lipase 
in Fettséuren und Glycerin. Die Fettsiuren werden durch die hydro- 
trope Wirkung der Gallenséuren wasserléslich und diffusibel (Verzdr 
und Kuthy') und gelangen auf diese Weise in die Zellen des Darm- 
schleimhautepithels, wo eine Resynthese in Neutralfett stattfindet. Im 
Chylus bzw. Blute ist das resorbierte Fett bereits wieder zum gréBten 
Teil in der Form von Neutralfett vorhanden. Durch unsere Arbeiten? 
war ferner gezeigt worden, daB Fettséuren allein nicht in nennens- 
werter Menge resorbiert werden. Auch neutrale Fette werden, allein 
oder in Galle emulgiert, nicht resorbiert, dagegen werden Fettsaéuren 
mit Gallenséuren stark resorbiert. 


Wir haben nun die Frage untersucht, von welchen weiteren Fak- 
toren die Fettresorption abhangt. Insbesondere schien uns wichtig, 
zu untersuchen, ob die Synthese der Fettsduren zu Neutralfetten die Re- 
sorption beschleunigt.. Das wire méglich, denn durch die fortwahrende 
Bindung der Fettséuren in der Zelle miiBte dann das Diffusionsgefille 
fiir diese bestaéndig erneut werden. 


Einen ahnlichen Mechanismus haben in unserem Institut Wil- 
brandt und Laszt® beziiglich der selektiven Resorption der Glucose auf- 
gedeckt. Glucose wird in der Darmschleimhaut umgebaut, wahrschein- 
lich phosphoryliert und dadurch das Diffusionsgefille fiir sie bestandig 
wieder hergestellt bzw. erhéht. Um dieses Problem zu untersuchen, 
schien es vor allem nétig, fiir unsere speziellen Versuchsverhaltnisse die 
Wirkung der Gallenséuren allein quantitativ genau kennenzulernen. 
Dann war es von besonderem Interesse, ob die Resorption von Fett- 
sauren beschleunigt wird, wenn diese durch gleichzeitige Gaben von 
Glycerin die Méglichkeit haben, schon in der Schleimhaut zu Neutral- 


1 F. Verzdr,u. A. Kithy, diese Zeitschr. 205, 369, 1929; 210, 265, 281, 
1929; 225, 267, 1930; 230. 451, 1931; s. ferner E. Szérényi. ebenda 249, 182. 
1932; A. Miller, ebenda 249, 189, 1932; ferner Ergebn. d. Physiol. 32, 421 ff., 
1931. Der Zusammenhang mit der alteren Literatur dieses Gegenstandes 
ist besprochen bei F. Verzdr, Handb. d. Physiol. v. Bethe 4, 52, 60, 1929. — 
°F. Verzar, diese Zeitschr. 230, 451, 1931; Ergebn. d. Physiol. 32, 447, 1931. 
— 3 W. Wilbrandt u. L. Laszt, diese Zeitschr. 259, 398. 1933. 
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fett synthetisiert zu werden. Ferner sollte untersucht werden, ob durch 
Phosphate auch die Fettresorption beschleunigt wird, so wie das bei 
Zuckern (Magee!, Wilbrandt und Laszt?) sichergestellt ist. SchlieBlich 
haben wir versucht, ob eine Hemmung der Resynthese des Fettes durch 
Giftwirkung gelingt und wie sich dabei die Fettresorption gestaltet. 


Methodik. 


Zu unseren Versuchen benutzten wir Ratten von etwa 200 g Koérper- 
gewicht. Die Tiere hungerten vor dem Versuch 24 Stunden. Sie erhielten 
vor dem Versuch pro Gramm Koérpergewicht | mg Urethan subcutan. 
Nach der in unserem Institut geiibten Methodik wurde dann ein 50cm langes 
Diinndarmstiick abgebunden, mit 25cem Ringerlésung ausgewaschen 
und sodann 5ccm der zu untersuchenden Lésung in den Darm injiziert. 
Die Resorption dauerte 2 bzw. 6 Stunden. Die Fettsiéurelésungen wurden 
in eine Pravazspritze einpipettiert, und zwar gaben wir jedesmal 0,2 cem 
Oleinsiure (entsprechend 180 1,8 mg) mit 1 cem 5°.,igem Na-Glykocholat 
oder Na-Taurocholat und 3.8ccm Ringerlésung oder Phosphatpuffer auf 
5 cem ergiinzt. Nach der Injektion wurde die Spritze mit der Nadel dreimal 
mit Ather ausgewaschen und die Fettsiure und Gallensaiuremenge des 
Riickstandes bestimmt. Die Differenz der urspriinglichen und der zuriick- 
gewonnenen Menge ergab die injizierte Fettsiuremenge. Nach Ablauf von 
2 bzw. 6 Stunden wurde die abgebundene Darmschlinge herausgeholt. Die 
im Darm befindliche Fliissigkeit wurde in einem MaBkolben aufgefangen, 
dann mit 15cem Wasser, mit 25cem n/20 NaOH und schlieBlich nochmals 
mit 50 ccm Wasser nachgewaschen, und auf 100 cem aufgefiillt. Von der 
Gesamtmenge wurde ein aliquoter Teil zur Bestimmung der nicht resorbierten 
Mengen benutzt. 

Die Bestimmung der Fettsduren geschah folgendermaBen: 20 cem der 
Losung wurden nach Anséuern mit einem Gemisch von Alkohol und Ather 
(3:1) iiber Nacht extrahiert. filtriert. zweimal mit Alkohol-Ather und 
noch einmal mit Ather nachgespiilt, auf dem Wasserbad eingedampft, der 
Riickstand in Ather gelést, mit Na,SO, getrocknet, filtriert, eingedampft 
und auf Gewichtskonstanz gebracht. AuBer Fettsiuren war in diesem 
Extrakt ein Teil der Gallensiuren vorhanden. Diese muBten deshalb in 
Abzug gebracht werden. 

Die Bestimmung der Gallenséiuren geschah nach der Methode von 
Stéllmann und Schaub’. Der Riickstand wurde in Alkohol gelést, die Fett- 
siuren mit 3ccem gesattigtem Ba(OH), gefallt, 3 bis 4 Stunden im Eis- 
schrank stehengelassen, filtriert, mit Alkohol nachgewaschen, ein aliquoter 
Teil auf dem Wasserbad eingedampft. Hierzu kam 10 cem Phosphorsaure 
+ 0,4 cem 0,5°,iges Furfurol. Nun wurde | Stunde im Thermostaten bei 
37° gehalten, dann 20 Minuten zentrifugiert und im Stufenphotometer 
bestimmt. Kontrollversuche an toten Dirmen bei frisch getéteten Tieren 
ergaben, daB es auf diese Weise gelingt, die injizierten Fettsauren voll- 
stindig wieder zuriickzugewinnen. Eine eventuelle Abnahme im lebenden 
Tier ist demnach als Resorption zu deuten. 


' H. E. Magee usw., J. of Physiol. 69, 208, 1930; 70. 404, 1930; 73, 
163, 1932. 2 W. Wilbrandt u. L. Lasz, 1. c. 3 H. Sillnann u. 
L. Schaub, diese Zeitschr. 251, 369, 1932. 





F. Verzar u. L. Laszt: 


Zwei diesbeziigliche Kontrollversuche ergaben das Folgende: 
Versuch A: Injizierte Oleinsiure . . . .. .). «153.5 mg 
Na-Glykocholat . . . . cea gs: LAE, ba 
Zuriickgewonnene Oleinsiure . . . . . . 158.8 
Versuch B: Injizierte Oleinsiure. . . .. .. . . . 165,1 mg 
Na-Glykocholat . . . . ete ae ee 
Zuriickgewonnene Oleinsiure . . . . . . 1681 ,, 


Versuche. 
1. Rolle der Gallensduren. 

Unsere Versuche lassen sich in mehrere Gruppen teilen. In der 
ersten sind die Bedingungen der Oleinséureresorption unter dem Ein- 
fluB von Gallenséuren studiert. Dabei wurde dreierlei untersucht. 
a) der EinfluB8 der Menge der Gallenséuren, b) der EinfluB der Resorp- 
tionsdauer und c) die Qualitaét der benutzten gepaarten Gallensaure. 

Es zeigt sich auch bei der Ratte, wie das schon aus den Ver- 
suchen von Verzar und Kuthy! am Hunde hervorging, daB die Menge 
der Gallensdiure sehr wesentlich die Menge der Fettsaéureresorption 
beeinfluBt. 

In Tabelle I sieht man, wie durch Steigerung der Gallensiuremenge 
von 25 auf 100 mg die Resorption von 8,5 auf 50,5 mg in 2 Stunden 
erhéht wird. 

Tabelle I. 
EinfluB der Gallensaéure auf die Fettsaureresorption. EinfluB 
der Menge. 





Injiziert 
Gewicht Ge- Std. eee Glykochol-  Resorbiert _Art der 
schlecht Oleinsiure “siure Gallensa&ure 


mg mg mg 


Taurocholsaure 
4 Glykocholséure 
4 Taurocholsaure 
i 
5 


163.5 2 8,5 
144.4 25 0, 
3, 
21, 
0) 


2 bo 


167,0 
149,4 
120,0 


Glykocholsiure 


IO bo bo 


” 


Es bestatigte sich auch der von Verzdr und Kuthy? gemachte Be- 
fund, daB in vivo weniger Gallensdure nétig ist als Fettsiure. Wahrend 
in vitro es der dreifachen Menge Gallensiure bedarf, um die Fett- 
siuren in Lésung zu bringen, so daB sie gleichzeitig diffusibel sind, 


genigt im Darm weniger Gallenséure als Fettsaure. 
Tabelle II zeigt den Einfluf der Zeit bei diesen Resorptionsversuchen. 
Unter sonst gleichen Verhaltnissen wurden zwei- und sechsstiindige 


1 F. Verzar u. A. Kuthy, diese Zeitschr. 230, 451, 1931; Ergebn. d. 
Physiol. 32, 449—450, 1931. — * Dieselben, 1. c. S. 453. 
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Tabelle II. 


Einflu& der Gallensaure auf die Fettsaureresorption. EjinfluB 
der Zeit. 





Injiziert 
Gewicht Ge- Std. i Gallen- Resorbiert Art der 
schlecht Oleinsiure siure Gallensiure 


mg mg mg 


11 : 2 163.5 2! 8.5 Taurocholsaure 
16 ( ) 154.8 2i 16,2 
9 167.0 
Mittel | 
aus 28,2 
Tab. II | 
144,4 2% 10,4 Glykocholsaure 
166.6 f 21,0 ‘ 
156.6 f 28.6 
7 ; 149.4 21,7 
Mittel o 
aus ‘ 30.5 
Tab. IV 


Versuche gemacht. Die Resorption in den 6 Stunden-Versuchen ist 
im allgemeinen etwa doppelt so groB wie in den 2-Stunden-Versuchen, 
wie das aus vier derartigen Versuchsreihen deutlich hervorgeht. Um 
entsprechend groBe Ausschlage zu bekommen, haben wir deshalb in 


allen spéteren Versuchen 50 mg gepaarte Gallensaiure benutzt und sechs- 


stiindige Versuche durchgefiihrt. Damit kann man groBe Resorptions- 
werte bekommen und die Versuche zeigen keine zu grobe Streuung. 
Die Resorption betragt auf diese Weise etwa 20°, der injizierten Olein- 
saure, 

In Tabelle II] und IV sind vergleichsweise Versuche zusammen- 
gestellt, in welchen unter sonst ganz gleichen quantitativen und zeit- 
lichen Verhaltnissen einmal Taurocholsiure, das andere Mal Glykochol- 
séure verwendet wurde. Wie aus den beiden Tabellen hervorgeht, ist 
die resorbierte Menge bei beiden Gallensduren die gleiche, im Mittel 
29,3 mg Oleinsadure Resorption in 6 Stunden. 


Tabelle III. 


EinfluB der Gallenséiurequalitat: Taurocholsaure. 





Injiziert 
Resorbiert 


Ge- “ 
Oleinsiure 


Gewicht P 
schlecht Oleinsiure Gallensiure 


mg mg mg 
160.8 50 
152,3 5) 
157,3 50 


Mittel: 
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Tabelle IV. 


EinfluB der Gallensdiurequalitat: Glykocholsaure. 





Injiziert 
Ge- , - a Resorbiert 


Gewicht Oleinsiure 


schlecht Oleinsiure Gallenséure 


mg mg mg 


162,2 50 34,5 
158.8 50 40,6 
167,1 YD) 25,6 
164,2 50 24,7 
164,8 50 20,8 
155,2 50 29,6 
155,6 50 33.4 
164,7 50 34,7 


Mittel: 80,5 


Auf Grund dieser Vorversuche haben wir uns nun eine Methodik 
ausgearbeitet, in welcher immer neben Oleinséure 50 mg Glykochol- 
siure 6 Stunden gewirkt hat. Als Standardwert kénnen wir dabei an- 
geben, daB hierbei aus einem 50cm langen Rattendiinndarm rund 
30 mg Oleinséiure resorbiert wird. Die einzelnen Werte liegen meist 
sehr nahe zu diesem Mittelwert, immerhin kommen Abweichungen bis 
zu 20 und 40 mg vor. 


Il. Wirkung von Glycerin. 
In der nachsten Versuchsgruppe haben wir nun untersucht, ob die 
Resorptionsgeschwindigkeit sich andert, wenn gleichzeitig mit der 
Gallenséure auch noch Glycerin gegeben wird. Wir gaben von Glycerin 


immer !/,,¢cm, was beziiglich der Oleinséure ein UberschuB ist. In 
allen fiinf Versuchen ergab sich tbereinstimmend, daB Glycerin die 
Resorption der Fettséiure nicht beschleunigt (Tabelle V und VI). Das 
ist auch besonders dann klar, wenn man die einzelnen Versuche mit 
ihren eigenen Parallelversuchen in den Tabellen I, II, LI vergleicht, 
in welchen alles ebenso, nur ohne Glycerin verlief. Es zeigt sich sehr 


Tabelle V. 
Resorption von Fettsauren in Gegenwart von Glycerin 
(+ Gallensiure). Na-Taurocholat. 





Injiziert Olein- 
: — ; siure Parallel- Oleinsiure 
Gewicht | Std. Olein- Na-Tau- 4] resor- versuche resorbiert 
siiure rocholat | Glycerin biert zu Versuch 
g mg mg eem mg mg 


166,8 5) i 3,4 9 Tab. I 
162,0 25 0,1 11 Tab. I 
162,8 50 0.1 2 14 Tab. III 
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Tabelle VI. 
Resorption von Fettsduren in Gegenwart von Glycerin 
(+ Gallensaure). Na-Glykocholat. 





Injiziert Olein- 
- Aa agar sdure Paralle)- Oleinséure 
Nr. Gewicht Std. Olein- Na-Glyko- Gl resor- versuche resorbiert 
siure cholat siycerin biert zu Versuch 


com mg mg 


18 195 ) O40 2 OL 26.7 17 ‘Tab. II 28,6 
20 210 ) 2, 5 0.1 33.4 19 bis 51 30.5 
Tab. IV 


deutlich, daB in keinem einzigen Falle eine Beschleunigung eintrat. 
Wir hatten eigentlich erwartet, daB das der Fall sein wiirde, weil wit 
dachten, daB das zugegebene Glycerin im Schleimhautepithel zur 
Synthese von Neutralfett verwendet wirde. 


IT1. Wirkung von Phosphat. 


Wir stellten daraufhin die Frage, ob dieses negative Resultat det 
Glycerinversuche vielleicht auf folgende Weise zu erklaren ist. Wenn 
der Synthese des Neutralfettes eine Phosphorylierung des Glycerins 
vorausgehen muB, so kann diese Synthese durch Zugabe von Glycerin 


allein nicht in Gang gesetzt werden und daher eine Resorptionsbeschleu- 
nigung nicht auftreten. Eine solche miuBte in diesem Falle jedoch zu 
erzielen sein, wenn auBer Glycerin gleichzeitig Phosphat zugesetzt wird. 
Vor diesem Versuch muBten wir allerdings feststellen, ob Phosphat 
allein ohne Glycerin schon eine Anderung der Resorption der Fett- 
sauren bewirkt.. Das war insbesondere auch deshalb von Interesse, 
weil bekanntlich Phosphat die Resorption von Glucose beschleunigt 
(Magee!, Wilbrandt und -Laszt?). Allerdings ist nach neueren Versuchen 
von Laszt® die Phosphatwirkung nicht spezifisch, sondern beruht aut 
der H’-Konzentration der Lésung. Tabelle VIL zeigt sehr deutlich, daB 
eine Beschleunigung nicht zu bemerken ist. Vergleicht man die ge- 
wonnenen Resultate mit denen der Tabelle Vound VI, die Parallel- 
versuche ohne Phosphatzusatz sind, so zeigt sich, daB in keinem Ver- 
such eine Beschleunigung zu bemerken ist, dagegen viel eher eine 
Abnahme der Resorptionsgeschwindigkeit, die sich im Mittelwert sehr 
stark auBert. 

Wahrend fiinf Versuche mit einem Phosphatpuffer von py 6.8 gemacht 
wurden, sind in den zwei letzten Versuchen starker saure bzw. alkalische 
Puffer benutzt, und diese Versuche fallen nun tatséchlich auch aus der 
Reihe. Die Frage nach der Wirkung verschiedener H’-WKonzentration 


1 H. E. Magee, l.c. 2 W. Wilbrandt u. L. Laszt, |. e. 8 LL. Laszt, 
unver6ffentlichte Versuche. 
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Tabelle VII. 


Einflu8B von Phosphat. 





) Na-Glyko- Phosphatpuffer 
Nr. Gewicht Std. Oleinséure cholat — ———————————_ Resorbiert 
g mg mg cem 1/20 Pu mg 
27 210 6 164.3 50 3,5 6,8 8,1 
31 170 6 166,5 50 3,8 6.8 14,6 
35 150 6 173.7 50 3,8 6,8 15,1 
37 160 6 164,7 50 3,8 6.8 10,0 
46 180 6 170.3 50 3,8 6,8 3,7 
50 181 6 172,4 50 3,8 4.5 O1,2 
41 185 6 172.6 50 3,8 7.5 + 13 
Mittelwert (ohne 
Versuche 41 u. 59): 10,3 


soll noch weiter untersucht werden. Eine spezifische Wirkung wollen wir 


aber auf Grund dieser Versuche dem Phosphat nicht zusprechen. Anderungen 
der Loéslichkeitsverhaltnisse kénnten hier eine Rolle spielen. Wir iiber- 
zeugten uns. dai schon die Gegenwart von m/30 NaCl die Resorption 
wesentlich verstarken kann. 

Nun wurde weiter gepriift, ob sich die Verhaltnisse anders ge- 
stalten, wenn man Glycerin und Phosphat gleichzeitig hinzufiigt. Von 
sieben derartigen Versuchen (Tabelle VIII) war auBer in dem einen 


IV. Wirkung von Phosphat und Glycerin. 
Tabelle VIII. 
EKinfluB von Glycerin mit Phosphat. 


a. 





Injiziert 





Ver- = sjedilichccpisasbebpseaacasakiineibeabi : 
such Gewicht Std. Olein- Na-Tau- eat _ | Phosphat- Pu Resorbiert 
saure rocholat Glycerin putter 
Nr. g mg mg mg eem m/30 mg 
24 230 6 160,0 50 0,1 3,7 6.9 52,3 
b. 
: Injiziert 
Ver- - — — 
such Gewicht = Std. Olein- Na-Gly- ‘enant, | /nosphat- Pu Resorbiert 
siure kocholat Glycerin puffer 
Nr. g mg mg mg ecm m 30 mg 
26 230 6 165.4 50 0.1 3,7 6,8 55,2 
30 176 6 168.5 50 0,1 3,7 6.8 57,8 
34 150 6 157,90 59 0,1 3,7 6,8 42.0 
38 155 6 162,5 50 01 3,7 6,8 38,4 
45 200 6 169.3 50 01 3,7 6.8 48,1 
42 190 6 172,7 50 0.1 3,7 7,3 6.3 


Mittel aus a und b (ohne Versuch 42): 48.9 
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Versuch Nr. 42 immer eine deutliche Beschleunigung der Resorption 
zu sehen, die bis zu 80°, gegeniiber den Versuchen der Tabelle [11 und 
IV betrug. 

Es lag nahe, daran zu denken, daB die Gegenwart von Glycerin 
und Phosphat die Méglichkeit fir eine Glycerinphosphatbildung er- 
gibt und da derselbe Effekt zu erreichen ware, wenn man anstatt dieser 
Bausteine die Glycerophosphorsdure selbst mit den Fettséuren geben 








wirde. 
Tabelle LX. 
Einflu8’ von Glycerophosphorsaure. 
Injiziert 
Ver- i sai Tt ra sigh 
such Gewicht Std. Glykochol- Glycero- Resorbiert 
Oleinsdure siure phosphat 

Nr. g mg mg mg mg 
54 210 6 170.0 50 40 66,2 
64 200 6 147.3 50 40 72,6 
65 220 6 158,7 50 40 73,6 
44 210 6 172,4 50 40 $2.2 
39 190 6 175.9 50 100 72,4 
48 215 6 173,6 50 100 69.2 


Mittel : 72,7 


V. Wirkung von Glycerophosphorsdure. 

Wie aus der Tabelle IX hervorgeht, ist in allen sechs Fallen die 
Fettséureresorption sehr wesentlich vermehrt. Im Mittel wird anstatt 
30 etwa 73 mg Fettsaéure resorbiert, d. h. um 150°, mehr als von Fett- 
saure, wenn nur Gallensaure vorhanden ist. Dieser Befund stiitzt die 
Annahme, daB in der Schleimhaut eine Phosphorylierung von Glycerin 
stattfindet und daB das die Vorbedingung fiir die Synthese von Neutral- 
fett im Epithel ist. 


VI. Hemmung der Fettsdureresorption durch Monojodessigsdure. 

Nachdem diese Versuche uns gezeigt hatten, daB die Fettresorption 
sehr wesentlich beschleunigt wird, wenn gleichzeitig mit den Fett- 
siuren Glycerin und Phosphorséure oder Glycerophosphorsaure selbst 
in entsprechend groBen Mengen zur Verfiigung steht, haben wir die 
Frage aufgeworfen, ob es méglich ist, diese Phosphorylierung bzw. den 
damit zusammenhangenden die Fettresorption beschleunigenden Proze 
zu hemmen. Es war gefunden worden (Wilbrandt und Laszt'), daB Mono- 
jodessigsaure in charakteristischer Weise die selektive Beschleunigung 
der Resorption der Glucose aus dem Darm zum Verschwinden bringt. 
Ausgehend von dieser Beobachtung haben wir unter sonst gleichen 


1 W. Wilbrandt u. L. Laszt, |. ec. 
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Versuchsbedingungen, wie in Versuchsreihe V, die Tiere mit etwa 
0,l mg Monojodacetat pro Gramm Korpergewicht vergiftet und beob- 
achtet, wie nun die Resorption verléuft. In vier Versuchen wurde 
Glycerin und Phosphorséure gesondert und in drei Versuchen Glycerin- 
phosphorsaéure gegeben. 

Tabelle X. 


a. 





Injiziert 





Mono- 
: Resor- 
Nr Gewicht Std. Olein- Glyko- : P2 Os; ) jodessig- bier 
Na-Siure cholat Glycerin cem Pa saure _ 
g mg mg ecm m/30 mg g mg 
28 220) 6 168,0 50 0,1 3:7 68 0,1 0(+ 1,9) 
32 L185 6 165.2 50 0.1 3.7 6.8 O14 — 3.0 
36 180 6 162.6 50 0,1 A 6,8 01 — 6,7 
75 205 6 167,3 50 0.1 3,7 6,8 0,07 8.9 
b. 
Injiziert 
ren ~ Glycerin- Mono- 
Nr Gewicht Std. Na-Glyko- | Phosphorsiure jodessig- tesorbiert 
Oleinsiure ~ oholat neutralisiert sect 
mit NaOH 
£ mg mg mg mg g mg 
48 200 6 173,5 50 etwa 100 0.08 O(+ 0,4) 
61 195 6 170,2 50 40) 0,08 — 85 
62 220 6 167,2 50 40 ,08 — 10,2 
Mittelwert : — 6,4 


Diese Versuche zeigen mit gréBter Deutlichkeit, daB nicht nur die 
fordernde Wirkung, die in den Versuchsreihen 1V und V_ beobachtet 
wurde, vollstaéndig verschwunden ist, sondern da iiberhaupt keine 
‘Fettséure mehr resorbiert wird, nicht einmal so viel wie dann, wenn 
neben den Fettsauren nur Gallenséiure vorhanden war. Dieser Ver- 
such scheint uns sehr wichtig zu sein, denn er zeigt, daB die Fettresorption 
durch eine Giftwirkung hemmbar ist und zwar ebenso wie die selektive 
Glucoseresorption durch Monojodessigsaure. 


VII. Wirkung von Monojodessigsdure auf Resorption der Fettsdure allein. 

Die Resorption von Fettséuren mit Gallenséuren allein wird, wie 
Tabelle XI zeigt, durch Monojodessigséure nicht gehemmt. Die Fett- 
siure-Gallensiurekomplexe werden wohl in geringeren Mengen durch 
ihre Diffusibilitaét allein aufgenommen und dieser Vorgang wird durch 
Jodessigséure nicht gehemmt. Allerdings ist es dann unverstandlich, 
warum in Gegenwart von Glycerin und Phosphorsaure die Resorptions- 
hemmung noch unter den Fettséurewert fallt. 
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Tabelle XI. 





Na-Glyko- Mono- 
Nr. Gewicht Std. Oleinsdure cholat jodacetat Resorbiert 
g mg mg mg mg 

55 215 6 170,2 50 0.1 35,1 
56 220 6 160,1 50 0,08 31,6 
57 205 6 164,3 50 0,1 40,1 
72 190 6 169.8 50 0,07 27,3 
74 200 6 171,6 50 0,07 30,7 

Mittel : 32,9 

Diskussion. 


In der folgenden Generaltabelle sind die Resultate der verschiedenen 
Gruppen zusammengestellt und ergeben das Folgende: 


Generaltabelle 
| eneraltabelle. 





Resorbierte 








Versuchsreihe 


I (Tabelle HLu. IV) 


IT (Tabelle V u. VI, 
Nr. 10, 15, 20) 
III (Tabelle VIT) 


IV (Tabelle VIII) 


V (Tabelle IX) 


VI (Tabelle X) 


* In Klammer sind die gesamten diesbeziiglichen 


Oleinséiure eingegeben 


Nur mit 50 mg 
Gallenséure . 

Mit 50 mg Gallen- 
saure und mit Gly- 
GON se ws 

Mit 50 mg Gallen- 
siure und mit 
Phosphat . 

Mit 50 mg Gallen 
siure und mit Gly- 
cerin und Phos- 
phat . Par ee 

Mit 50mg Gallen- 
siure und mit Gly- 
cerophosphat 

Dasselbe, aber ver- 
giftet mit Mono- 
jodessigsaure 


Zahl der 
Versuche* 


‘ 


\ 


Mittelwert nicht alle verwendet werden konnten. 


Oleinsiure 
in 6 Std. 


mg 


29,3 


24.9 


10,3 


48.9 


=~] 
bo 
~I 


0) 


Versuche angegeben, die 


Ergebnis 


Beschleunigung 


Hemmung 


aber zum 


In den vorliegenden Versuchen wurde die Frage untersucht. ob 


die Synthese der Fette in der Darmschleimhaut die 


Fettsauren beschleunigt. 


In Gegenwart 


tesorption der 
von Gallenséuren wird die 


Resorption von Fettséiuren weder durch Glycerin allein, noch durch 


Phosphat allein beeinfluBt. 
und Phosphorséure oder von Glycerophosphorsaure 
gegen die Resorption bedeutend, in letzterem Falle 


Biochemische Zeitschrift Band 270. 


Die gleichzeitige Gegenwart von Glycerin 
beschleunigt da- 
um etwa 150°,. 
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Die letztere Wirkung wird durch Monojodessigsaéure vollstandig ge- 
hemnit, und es wird keine Fettsiure mehr resorbiert. Dieses Gift wirkt 
aber auf die an sich geringere Resorption von Oleinsaure allein nicht. 
Daraus, daB Glycerin in Gegenwart von Phosphorsaure die Resorption 
von Fettsauren beschleunigt, mu man folgern, daB es sich hier um 
einen wahrend der Fettresorption in der Darmschleimhaut ablaufenden 
PhosphorylierungsprozeB handelt. Nachdem Phosphorylierungen durch 
Monojodessigsaure auch im Muskel, bei der Hefegaérung und der Zucker- 
resorption gehemmt werden!, und wir finden, daB auch die Fettsaure- 
resorption in Gegenwart von Glycerophosphorséure gehemmt wird, so 
bestarkt das diese Annahme. 


s 
Beweise fiir die Rolle dieser Prozesse bei der Resorption von Neutral- ] 
fett bringen wir in der nachsten Arbeit. ‘ 
‘ 
r, . i | 
Zusammenfassung. 
£ 


1. Glykocholsaure und Taurocholsiure vergréBern die Resorption 
von Oleinsaure. Ein Unterschied zwischen beiden lieB sich nicht finden. | 
2. Glycerin allein beschleunigt die Fettsaéureresorption bei Gegen- 


> s 
wart von gepaarten Gallensduren nicht. P 
3. Phosphat allein ebensowenig. ( 

4. Glycerin mit Phosphat und noch mehr Glycerophosphat gibt ; 
eine sehr wesentliche Vermehrung der Resorption von Oleinsaure (in ‘ 
gallensaurer Lésung). | 
5. Die Resorption des letzteren Gemisches wird durch Monojod- | 
essigsaure vollstandig gehemmt. g 
6. Hieraus wird geschlossen, daB bei der Resorption der Fett- 
siuren in der Schleimhaut eine Phosphorylierung vor sich geht. | 
Die Ausfiihrung dieser Arbeit ist durch ein Stipendium der Roche- ; 
Stiftung an L. Laszt erméglicht worden. Wir sprechen hierfiir unseren auf- ’ 
richtigsten Dank aus. V 
h 


! Siehe hierzu E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 264, 209, 1933. 
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Hemmung der Fettresorption 
durch Monojodessigsiure und Phlorrhizin. 


Von 
F. Verzar und L. Laszt. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


{ Binge qangen am 20. Februar 1954. } 


3ei der Resorption aus dem Darm kommen in erster Linie Diffu- 
sionsvorgange in Betracht. Diese werden jedoch durch synthetische 
Prozesse in den Zellen der Darmschleimhaut geregelt, die fiir einzelne 
Substanzen eine bestimmte spezifische Auswahl treffen (Verzar 1931!). 
Ein Beispiel hierfiir ist die selektive Resorption der Glucose, die unter 
gewissen Versuchsbedingungen etwa viermal so rasch resorbiert wird 
als andere Zucker, bei deren Resorption nur Diffusion in Betracht 
kommt. Es wurde in diesem Institut gezeigt, daB es sich dabei wahr- 
scheinlich um eine Phosphorylierung der Glucose handelt und dab 
diese selektive Resorption durch Monojodessigsiure hemmbar ist 
(Wilbrandt und Laszt? 1932). Lundsgaard® (1930) hatte gezeigt und in 
vielen Nachuntersuchungen ist der Befund bestatigt und erweitert 
worden, daB diese Substanz die anaerobe Garung tierischer und pflanz- 
licher Zellen hemmt und daB sie tn vive den TeilprozeB der Phosphory- 
lierung der Hexose im Muskel, in Hefezellen usw. aufhebt. Lunds- 
gaard* © (1933) hat dann, ausgehend von unserem Befund, die Folgerung 
gezogen, daB auch die Riickresorption der Glucose in den Nieren- 
kanalchen auf einem Phosphorylierungsproze8 beruhen musse. Nachdem 
von diesem bekannt ist, daB er durch Phlorrhizin gehemmt wird, schloB 
er, daB durch Phlorrhizin auch die selektive Glucoseresorption gehemmt 
werden miisse und fand das tatsachlich bestatigt. Wertheimer® (1933) 
hat unabhangig von ihm dasselbe gefunden. Beide schlossen sich unserer 
Auffassung an, daB es sich dabei um die Hemmung einer Phosphory- 
lierung der Hexose in der Darmschleimhaut handelt. 


AuBer der selektiven Glucoseresorption, die auf einen Umbau der 
Glucose in der Darmschleimhaut zuriickgefiihrt werden mu, ist noch 
die Synthese der Fette ein solcher UmbauprozeB in der Darmschleim- 
haut. Nach ihrer vorangehenden Spaltung im Darminnern und Re- 


1 F. Verzar, Ergebn. d. Physiol. 32, 421, 1931. 2 W. Wilbrandt u. 
L. Laszt, diese Zeitschr. 259%, 398, 1933. 3 E. Lundsqaard, ebenda 217, 
162, 1930; 220, 1, 8, 1930; 227, 51, 1930. + Derselbe, ebenda 264, 209, 
1933. —- 5 Derselbe, ebenda 264, 221, 1933. — *® E. Wertheimer. Pfliigers 
Arch. 223, 514, 1934. 
3* 
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sorption in Form ihrer Spaltprodukte als Fettsdure-Gallensaure- 
komplexe und Glycerin werden sie wieder synthetisiert. In der vorigen 
Mitteilung haben wir wahrscheinlich gemacht, daB bei der Resorption 
der Fettséuren eine Phosphorylierung vor sich geht, wobei wir vorerst 
nicht diskutieren wollen, ob das fiir die gesamten oder nur fiir einen 
Teil der zur Resorption gelangenden Fette gilt. Es gelang die Resorption 
der Fettsaéuren in Gegenwart von Glycerophosphorséure durch Mono- 
jodessigsaure ebenfalls vollstandig zu hemmen (s. die vorige Mitteilung). 
Wir untersuchten nun, ob die zwei Substanzen, von welchen wir wissen, 
daB sie die selektive Glucoseresorption hemmen, nimlich Monojodessig- 
saure und Phlorrhizin, auch die Resorption der Neutralfette hemmen 
kénnen. Wenn das der Fall ist, so wird man mit gréBter Wahrschein- 
lichkeit annehmen miissen, da bei der Resorption der Neutralfette 
auch ein, in der Darmschleimhaut sich abspielender, mit einer Phos- 
phorylierung einhergehender ProzeB vorhanden ist. 


Versuche. 
I. Versuchsreihe. Fettresorption bei normalen Tieren. 


Normale, ausgewachsene Ratten, die 24 Stunden niichtern waren, 
erhielten mit Magensonde 4ccem (etwa 3.5 g) Olivenél. Nach 6 Stunden 
wurden die Tiere durch Kopfschlag getétet, Magen und Darm vorsichtig 
herausgenommen, mit Wasser und dann mit Ather ausgespiilt, dann der 
Gesamtatherextrakt gewogen, die Fettsaéuren durch Titration bestimmt 
und sowohl diese. wie das Neutralfett, welches im Darm zuriickgeblieben 
war, bestimmt. Wahrend des Versuchs befanden sich die Tiere in Einzel- 
kifigen auf FlieBpapier, so da®B eventuelle Verluste durch Brechen oder 
Abfiihren bemerkt worden waren. Das war aber in keinem Versuch der Fall. 

Wie aus Tabelle I hervorgeht, haben fiinf solche Tiere in 6 Stunden 
iiber Lg, bis zu 1.4g, Fett resorbiert (Versuche 76, 78, 80, 82, 87). Die 
Resorptionsgr6Be ist also recht konstant. Offnet man bei einem solchen 
Tier die Bauchhéhle, so ist der Diinndarm wei® von zahllosen, mit Fett- 
tréptchen gefiillten LymphgefaiBen in der Darmwand. Selbst nach dem 
Auswaschen bleibt die Darmwand noch weiB. Auch im Mesenterium sieht 
man in bekannter Weise wei’ injizierte LymphgefaBe. 

In drei von diesen Versuchen (Nr. 80, 82, 87) haben wir das im Magen 
und im Darm noch vorhandene Fett gesondert, sowohl als Neutralfett als 
auch als Fettsiure bestimmt. Aus den entsprechenden Zahlen ergibt sich, 
da&B von den zuriickgebliebenen 2 g Fett etwa 1,5 g im Magen, 0,5 g im Diinn- 
darm gefunden werden. Davon waren im Magen nur geringe (0,037, 0,032, 
0,149 ¢), im Darm dagegen wie zu erwarten — gréBere Mengen als 
Fettsauren vorhanden (0,240, 0,282, 0,169 g). Das heiBt, daB von dem 
im Darm zuriickgebliebenen 0,5 ¢ Gesamtfett etwa die Halfte Fettsauren 
waren. Die Lipasespaltung der Fette war also lebhaft vor sich gegangen. 


II. Versuchsreihe. Fettresorption bei Monojodessigsdurevergiftung. 
Ganz anders verhielten sich Tiere, die mit 0,1 bis 0,07 mg pro Gramm 
K6érpergewicht Monojodessigsaure subcutan vergiftet und, immer parallel 
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mit einem normalen Tier der vorigen Reihe, untersucht wurden. Schon 
makroskopisch sieht man im Darm keine Spur von weib gefiillten 
LymphgefiBen. Er ist nach 6 Stunden rétlich gelb, nicht wei, und 
auch im Mesenterium sind keine LymphgefaBe zu sehen. Die ent- 
sprechenden sieben Versuche sind Nr. 77, 79, 81, 83, 84, 85, 86. Aus 
diesen geht ubereinstimmend hervor, dai gar keine Fettresorption 
stattgefunden hat. Die Menge des aus Magen und Darm zuriich- 
erhaltenen Fettes ist innerhalb der Fehlergrenzen, die diesen Versuchen 
durch das Auswaschen des Darmes selbstverstandlich anhaften, ganz 
die gleiche wie die, welche eingegeben wurde. Es fehlen 0,022. bis 
0,202 g, was gegeniiber den 1 bis 1,4 g resorbierten Fettmengen bei 
den normalen Tieren nicht in Betracht kommt. 


Untersucht man die Verteilung auf Magen und Darm, so ergibt sich 
in Versuch 81, 83, 84, 85, 86, daB im Darm sich auch wieder etwa 0,5 g 
(0,361 bis 0,701 g) Fett befindet, also ebensoviel wie in den Versuchen an 
normalen Tieren. Das vollkommene Versagen der Resorption bei diesen 
Tieren beruht also nicht etwa darauf, daB das Fett nicht in den Diinndarm 
iibergetreten ware. Andererseits ist dieser Befund, daB, trotzdem nichts 
resorbiert wird, doch nur 0,5g Fett im Diinndarm ist, ein sehr schénes 
Beispiel fiir den feinen Regulationsmechanismus, der das Austreten des 
Fettes aus dem Magen regelt. Nachdem das dem Diinndarm zur Verfiigung 
yestellte Fett nicht resorbiert wurde, wird nicht mehr vom Pylorus durch- 
gelassen. Der Gehalt des Diinndarms an unresorbiertem Fett regelt die 
Entleerung des Magens. 

Eine weitere Frage ist, ob nicht durch die Vergiftung méglicherweise 
die Wirkung der Lipase oder ihre Bildung gehemmt war. In einer be- 
sonderen Arbeit! wird gezeigt, daB die Wirkung der Lipase durch Monojod- 
essigsaure nicht gehemmt wird. Mdéglich ware jedoch, da8 sie nicht geniigend 
produziert wird. Die Versuche beweisen aber, daf eine Fettspaltung in 
normalem Umfang vor sich geht. In Versuch 81, 83, 86 ist die Menge der 
Fettsauren und Neutralfette gesondert im Magen und im Darm bestimmt 
worden. Wir fanden im Magen 0,062, 0,056, 0,169 g Fettsauren, also 
Werte, die noch hdher liegen als bei den entsprechenden Normaltieren. 
Im Darm waren 0,302, 0,305, 0,229 g Fettsaéuren, was ebenfalls ganz und 
gar den Mengen entspricht, die wir bei den Normaltieren fanden. Also auch 
hier ist das Neutralfett im Diinndarm gespalten worden und im Mittel 
sind auch hier etwa die Halfte der im Darm vorhandenen Fette Fettsaéuren. 
Die Lipasewirkung ist also nicht gehemmt. — Um aber gegen einen solchen 
Einwand,, daB8 die Erklarung dieser Resorptionshemmung nur der eventuell 
relative Mangel an Lipase und Gallensaéuren sei, ganz geschiitzt zu sein, 
haben wir in den Versuchen 84 und 85 zu den eingegebenen 4 ccm Olivend6l 
noch 30 mg aktive Pankreaslipase und 50 mg Na-Glykocholat in 1 cem H,O 
gelést hinzugegeben. Das Resultat blieb das gleiche, es ist wieder nichts 
resorbiert worden. Um einen Mangel an Lipase oder Galle handelt es sich 
bei der Resorptionshemmung also sicher nicht. 

Noch weitere Kontrollversuche wurden so gemacht, da8 wir den 
Tieren das Olivenél direkt in das Duodenum injizierten. Der Diinndarm 
wurde an dem Eintritt in den Dickdarm abgebunden. Die Tiere waren 


1 F. Barth, diese Zeitschr. 270, 63, 1934. 
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mit Urethan narkotisiert (Img pro Gramm Korpergewicht). Wir injizierten 
2ecm Olivenél (1,635 g) mit Pravazspritze. Damit sollte dem Einwand 
begegnet werden, daB aus dem Magen nicht geniigend Fett in den Darm 
iibergetreten sei. Diese Versuchsanordnung ist an sich Jedentalls viel weniger 
physiologisch als die vorige, bei welcher das Fett in den Magen kam. 
Tatsachlich finden wir bei normalen Tieren, die auch das Fett direkt in den 
Darm injiziert erhielten, eine wesentlich geringere Fettresorption als bei 
Fiitterung per os. Die Erklarung hierfiir ist jedenfalls die, da®B. wenn 
das Fett vom Magen aus dosiert in den Diinndarm tritt, immer so viel 
Pankreassaft und Galle sekretiert wird, dai die Resorptionsverhaltnisse sich 
optimal gestalten. Diese reflektorische Sekretion, Emulgiernng, Durch- 
mischung und Spaltung der Neutralfette ist viel ungiinstiger, wenn die 
Fettinjektion direkt in den Darm geschieht. Immerhin wurde in den 
Versuchen 94 und 95 an normalen (narkotisierten) Tieren nach Tabelle LV 
eine Resorption von 0,224 und 0,337 g gefunden. Bei den mit Mono- 
jodessigsaure behandelten Tieren (Nr. 93. 97, 98) ist wieder keine Spur 
einer Fettresorption vorhanden. Auch mit dieser Versuchsanordnung ist also 
der obige Befund, dais Monojodessigsiure die Fettresorption hemmt, 
bestatigt. 

Bemerkt sei noch. daB die Tiere die gleichzeitige Vergiftung mit 
Urethan, Monojodessigsaure und Fettinjektion in den Darm sehr schlecht 
vertrugen und nach 4 bis 6 Stunden eingingen. Die Versuche beziehen 
sich deshalb in dieser Reihe auf kiirzere Zeiten bzw. sind mit kleineren 


Giftdosen gemacht. 


III. Versuchsreihe. Fettresorption bet Phlorrhizinvergiftung. 
Nachdem Phlorrhizin ebenfalls die selektive Glucoseresorption 
durch Hemmung der Phosphorylierung vernichtet!, haben wir auch 
mit diesem die Hemmung der Fettresorption versucht. Wie die Ver- 
suche der Tabelle II] (Nr. 88, 89 und 90) zeigen, ist von dem per os 
eingegebenen QOlivené] nach einer subcutanen Injektion von 50 mg 
Phlorrhizin wberhaupt nichts resorbiert worden?. 


Die Versuche verlaufen in jeder Beziehung ahnlich wie die mit 
Monojodessigsiure (paralle] mit ihnen wurde der Normalversuch am 
unvergifteten Tier Nr. 87 gemacht). Auch hier traten aus dem Magen 
in den Darm bedeutende Mengen Neutralfett tiber, 0.980, 0,789 bzw. 
0,205 g. Auch die Lipasewirkung war nicht gehemmt. Im Darm finden 
wir 0,165, 0.169 bzw. 0,160g Fettsduren: verhaltnismaBig etwas 
weniger als in den vorigen Versuchsreihen, was aber unbedeutend ist. 
Auch im Magen sind schon wesentliche Fettsauremengen vorhanden 
(0,104, 0,126, 0,028 g). Demnach hemmt Phlorrhizin ebenfalls die Fett- 
resorption vollstandig. Auch hier haben wir Kontrollversuche ebenso 
wie zur vorigen Versuchsreihe noch so gemacht, da wir das Fett direkt 
in den Darm injizierten (Tabelle IV). In den Versuchen 91, 92, 96 
wurde das Tier mit 1mg Urethan pro Gramm und mit 50 mg/g 


1 E. Lundsgaard, |. c. 1933; E. Wertheimer, |. c. 1933. — * Anmerkung: 
Das ist mehr als die 50fache Menge, welche bereits Glykosurie verursacht. 
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Phlorrhizin subcutan vergiftet und erhielt 2 cem Olivenél in den am 
Dickdarm abgebundenen Diinndarm injiziert. Es wurde, wie aus den 
Versuchen hervorgeht, iiberhaupt nichts resorbiert, dabei aber ebensoviel 
Fett gespalten wie beim normalen. 


Diskussion. 


Es ist uns demnach gelungen, mit Monojodessigsdure und mit 
Phlorrhizin die Resorption von Neutralfett zu hemmen. Nachdem beide 
Substanzen Phosphorvlierungen in vivo hemmen und wir auch sonst 
Anhaltspunkte dafiir haben, daB bei der Fettsaéureresorption eine Phos- 
phorylierung vor sich geht (s. die vorige Arbeit), so folgern wir, daB 
die Hemmung der Resorption durch eine Phosphorylierungshemmung 
zustande kommt. 

Der erste Einwand gegen diese Erklarung kénnte derselbe sein, 
den man auch gegen die Erklarung des Befundes von Wilbrandt und 
Laszt tiber Hemmung der selektiven Glucoseresorption machen kénnte 
und auf den schon in deren Arbeit eingegangen wurde. Wenn Mono- 
jodessigsdure eine Permeabilitaétsverminderung des Schleimhautepithels 
macht, so kénnte das ,,erklaren’*, dafs Glucose schlechter resorbiert 
wird. Dieser Einwand ist deshalb unhaltbar, weil die Resorption von 
Xvlose bzw. von allen den Zuckern, die nicht selektiv resorbiert werden, 
sondern nur durch Diffusionskrafte in die Epithelzellen eintreten, auch 
nach Monojodessigséurevergiftung ebenso verlauft wie vorher. Wiirde 
es sich um eine ,,Verdichtung der Membran’’, ,.eine Verminderung ihrer 
Permeabilitat’’ handeln, so miBte das ebenso fiir diese anderen Zucker 
gelten. Es handelt sich also nicht um eine physikalische Permeabilitats- 
beeinflussung!. Noch weniger kommt das bei der vollstandigen Hem- 
mung der Resorption durch Phlorrhizin in Betracht. 

Nachdem also physikalische Permeabilitatsanderung sowie Lipase- 
hemmung, wie oben ausgefiihrt ist, auszuschlieBen sind, bleibt als Er- 
klarung nur, daB die Fettsynthese im Schleimhautepithel gehemmt 
wird und dadurch die Fettresorption unméglich wird. Ob es sich bei 
dieser Fettsynthese um einen mit Phosphorylierung verbundenen 
ProzeB handelt, schlieBen wir nur indirekt daraus, da sowohl Mono- 
jodessigsdure als auch Phlorrhizin in vivo Phosphorylierungen hemmen 
Wenn wir also ausdriicklich hervorheben, daB dies nur ein Analogie- 
schluB ist, so mu andererseits betont werden, daB wir auch direkte 
Anhaltspunkte dafiir haben, da8 im Darm eine Phosphorylierung bei 


1 Wenn man allerdings unter Permeabilitat in weitestern Sinne des 
Wortes auch auf die Synthesen in der Membran beruhende Vorgange ver- 
stehen wollte. so beeinflussen diese beiden Substanzen natiirlich in diesem 
Falle die Permeabilitat der Darmschleimhaut. Ein solcher Wortgebrauch 
wiirde aber nur zu Mi®Bverstandnissen fiihren. 
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der Fettresorption vor sich geht. Den einen Beweis bringen wir mit 
Lasxt in der vorigen Arbeit, wo gezeigt wird, da} Fettsiuren nach Zu- 
satz von Glycerophosphorsaéure in stark vermehrtem Grade resorbiert 
werden und daB das ebenfalls durch Monojodessigséiure vollstandig 
hemmbar ist. Den zweiten Beweis bringen Siillmann und Wilbrandt 
in der nachsten Arbeit, die in der Lymphe bei Fettresorption die Phos- 
phatide wesentlich vermehrt finden!. Beide Befunde lassen allerdings 
nicht darauf schlieBen, daB alles resorbierte Fett phosphoryliert wird. 
Im Gegenteil scheint letzterer direkt dagegen zu sprechen, denn in der 
Darmlymphe des Kaninchens ist bei der Fettresorption nur etwa !/, 
Phosphatid, rund 4/; jedoch Neutralfett. Nun finden wir aber eine 
100° ige Hemmung der Fettresorption durch Monojodessigsiure und 
Phlorrhizin. Daraus miubte man eher folgern, daB alles Fett, das 
resorbiert wird, durch ein Phosphorylierungsstadium geht. In der 
Lymphe kénnte deshalb nur noch etwa 20°, als Phosphatid gefunden 
werden, weil nachher ein Umbau zu Neutralfett stattfindet und die 
beobachtete Zunahme des Lymphphosphatids nur von solchem stammt, 
das diesem weiteren Umbau entgangen ist. Daraus, daf ein gewisser 
Parallelismus zwischen der Zunahme der Neutralfette und der Phos- 
phatide bei der Fettresorption in den Versuchen von Siillmann und 
Wilbrandt (1. c.) zu sehen ist, scheint diese Folgerung viel an Wahr- 
scheinlichkeit zu gewinnen. Unsere Versuche sprechen also dafiir, daB 
die gesamte Fettsynthese in der Darmschleimhaut, deren Endprodukte 
Neutralfett und Lipoide sind, iber Phosphorylierungsprozesse geht. Es 
ist interessant, daB also die selektive Dextroseresorption auf ahnlichen 
Prozessen beruht wie die Fettresorption. 

Histologische Untersuchungen der Fettresorption bei diesen Ver- 
giftungen sind von berufener Seite im Gange. Es sei aber schon jetzt betont, 
daB die histologische Methodik zur Beurteilung der Verhaltnisse bei der 
Fettresorption ganz ungeniigend ist, weil sie bereits Spuren von Fettséuren 
anzeigt, die bei der chemischen Analyse noch durchaus innerhalb der Fehler- 
grenzen liegen und quantitativ nicht in Betracht kommen. Es scheint, 
soweit wir uns bisher orientieren konnten, so zu sein, daB die Fettséuren 
zwar in das Darmepithel eindringen, daB dann aber der Abtransport ge- 
hemmt ist, und das zur Hemmung der Resorption fiihrt. Das entspricht 
durchaus dem Bild, das wir uns iiber die Bedeutung dieser Synthesen im 
Epithel gemacht haben. 

Sowohl Monojodessigsiure als auch Phlorrhizin® vermégen enzymatische 
Reaktionen im Organismus zu stéren. Der Mechanismus dieser Giftwirkung 
ist noch unklar. Wir haben schon oben Beweise dafiir gesammelt, da8 
es sich weder bei der Monojodessigsiure, noch bei der Phlorrhizinwirkung 
um allgemeine Enzymvergiftungen handelt®, zumindest bestehen bei 


' Auf die fiir unsere Auffassung besonders wichtige Arbeit von R. G. 
Sinclair (J. of biol. Chem. 82, 117, 1929) wird in dieser Arbeit Bezug ge- 
nommen. — ? E. Lundsgaard,|.c. — 3 F. Barth, diese Zeitschr. 270, 63, 1934. 
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einigen Enzymen in vitro keine Hemmungen ihrer Wirksamkeit. Neben 
einer direkten schadigenden Einwirkung der beiden Gifte auf Enzyme 
oder thre Aktivatoren, wie sie fiir einige Enzyme besteht (z. B. Papain, 
Kathepsin)', kann man sich im Anschlu8 an den von Embden und Metz* 
gemachten Befund, da®B bei der Jodessigsiurevergiftung im Muskel die 
Léslichkeit der EiweiBkérper sich vermindert, die Monojodessigsaure- 
wirkung vielleicht folgendermaGBen erklaren: Durch die Veranderung im 
Kolloidzustand der Proteine sind intracellulare Synthesen, speziell Phosphory- 
lierungen gestért. Man kénnte sich z. B. das grobe Bild machen, daB durch 
Anderungen der Ultrastruktur des Protoplasmas die Enzymverteilung 
nicht mehr entsprechend ist. Ob fiir die Phlorrhizinwirkung ahnliche 
Gesichtspunkte in Betracht kommen, miiBte noch untersucht werden. 

Ganz abgesehen davon, wie man sich die Monojodessigsiiure sowie die 
Phliorrhizinwirkung erklaren will, — vorlaufig scheint die Annahme einer 
Phosphorylierungshemmung am besten gesttitzt . bleibt die Tatsache 
bestehen, daB diese Substanzen neben der selektiven Dextroseresorption 
auch die Fettresorption hemmen. 


Zusammenfassung, 

Bei Ratten wird die Resorption von per os gegebenem Neutral- 
fett durch subcutane Vergiftung mit Monojodessigsiure sowie durch 
Phlorrhizin vollstandig gehemmt. 

Daraus wird geschlossen, da bei der Resynthese der Fette im 
Darmschleimhautepithel Phosphorylierungsprozesse eine Rolle spielen. 

Die Ausfiihrung dieser Arbeit ist durch ein Stipendium der Roches 
Stiftung an L. Laszt erméglicht worden. Wir sprechen hierfiir unseren auf- 
richtigen Dank aus. 


1 Vgl. hierzu E. Maschmann u. E. Helmert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
219, 99, 1933. — * G. Embden u. E. Metz, ebenda 192, 233, 1930. 





Diffusibilitat des Blutfettes. 


Von 
H. Siillmann und F, Verzar. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 20, Februar 1934.) 


Wahrend die an der Resorption der Fette aus dem Darm maBgebend 
beteiligten Vorgange im wesentlichen bekannt sind, ist noch voéllig un- 
klar, wie die in den Darmepithelzellen wieder synthetisierten Fette diese 
zu verlassen imstande sind, um auf dem Lymphweg oder zu einem 
geringeren Teil auch auf dem Wege durch die Vena portae in den Blut- 
kreislauf zu gelangen. Dasselbe gilt noch mehr fiir den Austritt der 
Fette aus der Blutbahn in die Gewebe. Man wird zunachst daran 
denken, ob nicht das fiir den Resorptionsvorgang giiltige Schema: 
Spaltung und Bildung einer wasserléslichen und Membranen passierenden 
Fettsaureverbindung auch fiir den Weitertransport der Fette vom Blut 
in die Gewebe gilt. Wenn der Fetttransport nach dem Vorbild der 
Fettresorption stattfindet, so setzt das den komplizierten Mechanismus 
der wiederholten Spaltung und Resynthese voraus, wofiir uns alle An- 
haltspunkte fehlen. 


Andererseits kénnten die Blutfette in einem so feindispersen Zu- 
stande vorliegen, daB sie ohne weiteres als solche die Wandungen der 
Blutkapillaren zu verlassen vermégen. Die Diffusibilitat eines Stoffes 
ist fiir den Transport und die Ablagerung im Organismus in erster 
Linie in Betracht zu ziehen. Wir haben deshalb versucht, Anhalts- 
punkte tiber den Mechanismus dieses Teiles des Fetttransports im Kérper 
durch Untersuchung der Diffusibilitat der Blutfette zu erhalten. 


Die Diffusibilitat der Blutfette, d.h. das Vermégen, durch Membranen 
zu treten, wurde bisher wenig untersucht. Cohnstein und Michaelis! fanden, 
daB das Blutfett beim Durchleiten von Sauerstoff durch Blut oder durch 
ein Gemenge von Blut und Chylus derartig verandert wird, daB es fiir die 
Atherextraktion zum groBen Teil verschwindet. Damit einhergehend 
nimmt die Menge der dialysierbaren Substanzen in dem mit Sauerstoff 
durchperlten Blute zu. Hieraus schlossen die Autoren, da das Blut die 
Fahigkeit hat, in Gegenwart von Sauerstoff die Blutfette in atherunlésliche 
aber durch Pergamentmembranen dialysable Stoffe umzuwandeln. Sie 
bezeichnen dieses angebliche Umwandlungsprodukt aber selber als hypo- 
thetisch, da sie es nicht isolieren konnten. Im AnschluB an diese Unter- 
suchungen vertrat Mansfeld? die Anschauung, daB es sich bei der Lipolyse 


» 


1 W.Cohnstein u. H. Michaelis, Pfliigers Arch. 65, 473, 1897; 69, 
76, 1898. — 2 G. Mansfeld, ehbenda 129, 46, 1909. 
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Cohnsteins um den Ubergang von an EiweiB gebundenem Fett in freies 
Fett handeln wiirde. Berczeller! bezweifelte allerdings das Vorhandensein von 
an EiweiB gebundenem Fett im Blute und fand ebensowenig wie Mansfeld 
ein Verschwinden von Fett im Blute nach Luftdurchleiten. Die Frage nach 
der Diffusibilitat des Blutfettes ist in diesen Arbeiten also noch nicht beant- 
wortet worden. 

Wir haben hierzu die Diffusibilitat der Blutfette durch Membranen 
von verschiedener Durchlassigkeit gepriift. In erster Linie benutzten 
wir die Pergamenthilsen Nr. 579 fiir Dialysierversuche von Schleicher 
& Schill, dann Kollodiummembranen, die wir in verschiedenen Durch- 
lassigkeitsgraden selbst herstellten. 

Der Lipoidkomplex des Blutes wird von Stoffen gebildet, die sich 
sowohl chemisch als auch in manchen physikalischen Eigenschaften 
voneinander unterscheiden. So kénnen wir beispielsweise das Neutral- 
fett und Cholesterin als hydrophobe Stoffe ansprechen, wahrend Lecithin 
und Cholesterinester eine gréBere Verwandtschaft zu dem wiasserigen 
Milieu zeigen, also als hydrophile Verbindungen anzusprechen sind. 
Das kénnte auch fiir die Diffusionsfahigkeit der einzelnen Lipoide von 
Bedeutung sein, insofern die mehr hydrophilen Lipoide einen héheren 
Dispersitatsgrad zeigen und mit dem Wasser Membranen passieren 
kénnen. Um hiertiber Aufklarung zu erhalten, haben wir in einigen 
Versuchen eine Aufteilung des dialysierten Serumfettes durch Bestim- 
mung der einzelnen Lipoide vorgenommen. 

Zur weiteren Charakterisierung des durch die Membranen getretenen 
Fettes haben wir in einigen Fallen die Jodzahlen bestimmt. Besonders 
im Hinblick auf die Arbeiten von Jangl und Berend? war zu unter- 
suchen, ob Lipoide mit hochungesattigten Fettsiuren an den diffusiblen 
Lipoidfraktionen wesentlich beteiligt sind. 


Methodisches. 


Die Herstellung der Kollodiumhilsen ertolgte in bekannter Weise durch 
AusgieBen einer Kollodiumlésung in Glaschen von 30 « 110mm GrdéBe. 
Durch Drehen der Glaschen wurden deren innere Wandungen gleichmabig 
mit einer Kollodiumschicht iiberzogen. Das AusgieBen der Kollodium- 
l6sung in die Glaschen wurde nach dem Festwerden der ersten Schicht noch 
einmal wiederholt. Nach dem Erstarren dieses zweiten Ausgusses wurde 
die Membran in dem Glaschen 15 Minuten an der Luft zum Trocknen 
belassen. Danach erfolgte die Ablésung der Membran von der Glaswandung, 
indem zuerst innen, dann nach vorsichtiger Lostrennung des oberen Mem- 
branrandes von der Glaswandung zwischen Membran und diese Wasser 
gegossen wurde. Die erhaltenen Membransackchen wurden dann in Alkohol 
bzw. in Alkohol, der einen Zusatz von Ather enthielt, gegeben. Ein ver- 
schiedener Durchlassigkeitsgrad entsprechend einer verschiedenen Poren- 


! L. Berczeller, diese Zeitschr. 44, 193, 1912. — ? H. Tangl u. N. Berend, 
ebenda 220, 234, 1930; H. Tangl, ebenda 226, 180, 1930. 
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groBe in den Membranen wurde entweder durch den Atherzusatz oder 

durch Variieren der Kollodiumkonzentration erreicht. So wurden die 

folgenden Membranen hergestellt : 

Membran A: Kollodiumlésung ,,Kahlbaum*, unverdiinnt, Membran 15 Mi- 
nuten an der Luft trocknen, 20 Minuten in 96 °,igem Alkohol, 
dann in Wasser. 

Membran B: Wie A, aber in Alkohol plus 1°, Ather. 

Membran C: Wie A, aber in Alkohol plus 2°, Ather. 

Membran D: Kollodiumlésung ,,Kahlbaum* im Verhaltnis 1: 1 mit Ather 

verdiinnt, 10 Minuten in Alkohol plus 1°, Ather. 

Kollodiumlésung im Verhaltnis 1: 1,5 mit Ather verdiinnt, 

sonst wie D. 

Membran F': Kollodiumlésung 1: 1,75 mit Ather verdiinnt, weiter wie D. 


rey) 
™N 


Membran 


Priifung der Membranen auf Durchlassigkeit. Die Durchlassigkeit der 
verschiedenen Membranen wurde qualitativ mit Lésungen von Wasserblau 
und Kongorot und mit Serum festgestellt. Hierzu wurde in die Hiilsen 
01° ige Farbstofflésung bzw. Serum gefiillt und 20 Stunden gegen 
0,85 °ige NaCl-Lésung dialysiert. 


Tabelle I. 





Durchlassigkeit fiir 


Membran -- — ise a2 
Wasserblau Kongorot Eiweib 


Schleicher & Schiill (+) ree ard 


A = o 
B _ . = 
C _ i — 
D + . (+) 
K + — + 
F - + a 


Tabelle I zeigt sowohl fiir die Pergamentmembran als auch fiir die 
Kollodiumhiilsen die Durchlassigkeit. 

Die Dialysierversuche wurden in der Weise angestellt, daB eine ab- 
gemessene Menge Serum bzw. Blut in die Hiilsen gegeben und gegen physio- 
logische Kochsalzlésung oder isotonische Phosphatpufferlésung 24 Stunden 
bei 37° dialysiert wurde. Zu der umgebenden Fliissigkeit wurde jeweils 
etwas NaF gesetzt. Nach Beendigung der Dialyse wurde die Dialysatmenge 
bestimmt und in ihr die quantitative Bestimmung des in die 4uBere Lésung 
ausgetretenen Fettes vorgenommen. In einigen Fallen wurde auch der 
Stickstoffgehalt des Dialysats bestimmt, um einen Anhaltspunkt fiir die 
Eiwei8durchlassigkeit der Membranen zu erhalten. 

Die Extraktion des Fettes aus dem Dialysat geschah durch Ather- 
ausschiittlung (1). Es zeigte sich, daB8 die gesamte Fettmenge aus der 
wasserigen Lésung durch Atherextraktion allein nicht zu erhalten war. 
Daher wurde das mit Ather extrahierte Dialysat eingedampft, der Riickstand 
mit Alkohol-Ather behandelt, das alkoholisch-atherische Filtrat eingedampft 
und dieser Riickstand mit Ather aufgenommen (II). Die Atherlésungen 
wurden mit Na,SO, sicc. getrocknet und in gewogene Kélbchen filtriert. 
Die Bestimmung des Gesamtfettes erfolgte gravimetrisch; nur in den 
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Fallen, in denen geringe Fettmengen vorlagen, wurde die Oxydationsmethode 
angewandt. Die Bestimmung der Gesamtfettanteile [ und II erfolgte in 
einigen Versuchen getrennt, um etwaige Verschiedenheiten in der Menge 
sowohl als auch in der Zusammensetzung dieser Anteile festzustellen. 
Jedoch erwies sich die im atherextrahierten Dialysat verbleibende Fettmenge 
als weitgehend abhangig von der Intensitat der Atherextraktion, so dab 
wir im folgenden die Summe der nach den beiden Extraktionen erhaltenen 
Fettmengen auffiihren. 

Die Bestimmung der einzelnen Lipoidtraktionen erfolgte auf folgende 
Weise: Der Gesamtfettruckstand wird mit Alkohol-Ather auf 30 ccm 
gebracht und je 10 cem zur Bestimmung von Lecithin, Cholesterin und 
Cholesterinester verwendet. Der Neutralfettgehalt (+ freie Fettsaéuren) 
ergibt sich aus der Differenz von Gesamtfett und der Summe der genannten 
lipoiden Bestandteile. 

Die Blutfetthestimmung erfolgte nach der iiblichen Extraktion mit 
Alkohol-Ather und Aufnahme des Abdampfriickstandes vom Filtrat mit 
trockenem, frisch destilliertem Ather. 

Die Bestimmung der Jodzahl wurde nach der Methode von Rosenmund 
und Kuhnhenn'! mit Pyridinsulfatdibromidlésung durchgefiihrt. 

In der Regel wurde zu den Versuchen lipdmisches Hundeserum ver- 
wendet. Der Hund erhielt nach 24stiindigem Hungern mit der Magensonde 
80cem Olivenédl. Blutentnahme aus der FuBvene 4 Stunden nach der 
Fettfiitterung. 

Versuche. 
F. 

Die ersten Versuche wurden mit den Pergamentdialysierhiilsen von 
Schleicher & Schill gemacht. Hiermit wurden zehn Dialysierversuche 
(Nr. 1 bis 10) mit jedesmal verschiedenen Serumproben angesetzt. In 
acht Versuchen konnte kein Fett in den Dialysaten nachgewiesen werden. 
Bei zwei Versuchen wurde je eine geringe Fettmenge, und zwar in 
einem Versuch 1,0 mg und in dem anderen 1,6 mg im Dialysat gefunden. 
Die Hiilsen enthielten je 10ccm Serum mit 1,05°% Fett, es waren 
hier also maximal nur 1,5°, des gesamten Serumfettes diffundiert 
(Tabelle II). 

Das Serumfett vermag also in der von uns gewahlten Versuchs- 
anordnung die Pergamentmembranen nicht oder kaum nennenswert zu 
passieren. Das ist um so bemerkenswerter, weil fiir die Fettsaure- 
Gallensdureverbindung die Diffusibilitat durch diese Hiilsen von Verzar 
und Kuthy? sowie von Miiller? und von Szérényi* nachgewiesen wurde. 
Die TeilchengréBe der Serumfettbestandteile diirfte somit durch- 
schnittlich oberhalb derjenigen dieser Molekularverbindung und dem 
Porendurchmesser der benutzten Pergamentmembranen liegen. 


1 K.W. Rosenmund u. W. Kuhnhenn, Zeitschr. f. Nahrungs- u. GenuBm. 


46, 154, 1923. — 2 F. Verzdr u. A. Kithy, diese Zeitschr. 205, 369, 1929; 
210, 265, 281, 1929. — 3 A. Miiller, ebenda 249. 189, 1932. 14, Szérényi, 


ebenda 249, 182, 1932. 
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Tabelle II. 





Fett- ‘ pie a 
gehalt | Dia-  Kiweib- | Govt | Ditfusibles 
Versuch Membran Serum Pal lysat gehalt Rei hd rina m- 
Nr. eem 0/5 eem mg mg a 
1 bis 8 Riot. (| Sbis10} —* — = 0 = 
9 | ere | 10 1,05 40 -- 1,0 1,2 
10 |} ©" {i 30) | 108 | 85 16 1'87 
11 bis 13 A, B, C 5 bis 10) — ae = 0 * 
4 i) p ff} 6} — | — | — 2,7 a 
15 j l 10 1,07. 70 84 2.6 2.8 
16 10 1,2 50 — 20,2 20 
17 | | 15 1,18 51 237 14,0 10 
18 E 5 1,16 | 31,5 = 13,6 26 
19 | 5 |10 | 35 se 7.8 11,1 
20 8 1,16 95 — 13,5 15,3 
21 | { 10 1,16 32 190 31,3 24 


o° 
a 


- oe 4s 6,5 0,098 19 145 26,8 


* Wurde nicht bestimmt. 
** In Versuch 14 wurde statt Serum defibriniertes Blut angewandt. 


Ve 

Die folgenden Versuche wurden mit den in ihrer Durchlassigkeit 
verschiedenen Kollodiummembranen angestellt. Die erhaltenen Zahlen 
sind in Tabelle II wiedergegeben (Nr. 11 bis 22). 

Die fiir Wasserblau (und Eiwei8) undurchlassigen Membranen A, B und C 
sind auch fiir die Serumfette nicht passierbar. Das deckt sich annaihernd 
mit den an den Schleicher & Schill-Hiilsen gewonnenen Ergebnissen. Diese 
Hiilsen sind fiir Wasserblau nur schwach durchlassig, fiir Serumfett undurch- 
lassig oder doch nur ganz beschrankt durchlassig. — Die Kollodiummembran D 
ist dagegen fiir Wasserblau und EiweiB bereits durchlassig. Dementsprechend 
finden wir in den Versuchen 14 und 15 der Tabelle I] auch eine Durch- 
lassigket fiir Serumfett. Allerdings ist die Diffusibilitat des Fettes durch 
diese Membran noch ziemlich gering. Als gesamtdialysables Fett ergibt 
sich aus Versuch 15 rund 3°, des Serumfettes, wobei wir — wie auch in 
den weiteren Fallen Diffusionsgleichgewicht zwischen innerer und 
aiuBerer Fliissigkeit annehmen. Dieses Diffusionsgleichgewicht ist fiir das 
Serumfett nach 24stiindiger Dialyse praktisch erreicht, wie folgender 
Versuch zeigt, in dem das Dialysat wahrend 24 Stunden dreimal erneuert 
wurde: Aus 8ccm Serum diffundierten in den ersten 6 Stunden 7,3 mg 
Fett, in weiteren 12 Stunden 2,8 mg und in den letzten 6 Stunden nur 
noch 1,2 mg Fett. 

Membran E, die fiir Wasserblau und Eiweif (siehe Tabelle 1) dureh- 
lassiger ist als die Membran D, aber wie diese fiir Kongorot noch undurch- 
lassig, zeigt eine wesentlich gréBere Durchlassigkeit fiir das Serumfett. 
Wir finden bei dieser Membran den dialysablen Fettanteil zu durchschnittlich 
17 °;, des gesamten Serumfettes. Die Streuung der Werte fiir das diffundierte 
Fett kann sowohl an innerhalb engerer Grenzen liegender ungleichmaBiger 
Durchlassigkeit der einzelnen Membrane liegen, als auch an dem Zustand 
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des Fettes in den verschiedenen Serumproben. Die auch fiir Kongorot 
durchlassige Membran F gibt sogar einen dialvsablen Anteil des Serum- 
fettes von rund 25°, /. , 

Edt. 

Gleichzeitig mit den wiedergegebenen Versuchen haben wir in 
vier Versuchen die Zusammensetzung des Dialysatfettes untersucht 
und festzustellen: versucht, ob eine der Lipoidfraktionen im Serum in 
erhéhtem Mae diffusibel ist. Tabelle IIL zeigt den Anteil der Lipoide 
Lecithin, Cholesterin, Cholesterinester und Neutralfett an der gesamten 
Lipoidmenge der Dialysate durch die Membran FE. Als Vergleich ist 
die Zusammensetzung des Lipoidkomplexes von drei lipamischen Hunde- 
seren mit aufgefiihrt. 

Tabelle IT. 





Dialysiertes Davon Davon Davon Neutral- 
, Fett in %5 Davon Gesamt- Cholesterin- fett + freie 
Versuch des Serum- Lecithin Cholesterin ester Fettsiure 
fettes 0}, 0 ( 0 


0 


Lipoidfraktionen im dialysierten lett. 


I 13,9 16,2 36 95 47.8 
Il 21,3 22 21.6 6,1 56.4 
Ul 13,1 315 18,2 - 50,3 
IV 15 9 31,2 15.0 59.8 


Lipoidfraktionen des lipamischen Serumfettes vom Hund 


9/, Gesamtfett 
im Serum 


a 1,076 32 24,7 9.6 43,3 

b 1,0 33,4 14,8 — 51.8 

c 1,16 35,4 15,0 $91 49.6 

In dem Dialysatfett sind also simtliche Lipoidfraktionen vertreten. 
Der Anteil von Neutralfett ( treie Fettsauren) ist wie aus den 
Zahlen hervorgeht verhaltnismaBig konstant, er bildet rund die 


Halfte des Gesamtfettes. Dasselbe ist auch beim Serumfett der Fall. 
Die Werte fiir Cholesterin und Lecithin dagegen sind schwankend. 
Im ganzen lassen unsere Zahlen keine Bevorzugung eines Lipoids bei 
dem Membrandurchtritt erkennen. 


IV. 
In weiteren Versuchen bestimmten wir die Jodzahlen sowohl des 


Serumfettes als auch des Dialysatfettes. In einem Versuch mit Mem- 
bran D war die Jodzahl des Dialysatfettes 96, diejenige des Serum- 

' In zwei Versuchen priiften wir, ob das Serumfett von arteriellen 
Blut sich in seiner Diffusionsfahigkeit von dem des venésen Blutes unter 
scheidet. Hierzu wurde dem Hund nach Fettfiitterung gleichzeitig sowohl! 
aus der FubBvene, als auch aus der A. carotis Blut entnommen. Unsere 
Dialyseversuche mit Membran F lieBen keine Untersehiede in der Diffusions- 
fahigkeit des Serumfettes von vendésem und arteriellem Blute erkennen. 


Biochemische Zeitschrift Band 270. 4 
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fettes 67. Mit Membran # wurden zwei Versuche mit einem Serum, 
dessen Gesamtfett eine Jodzahl von 57,6 hatte, gemacht. Das Dialysat- 
fett zeigte in einem Falle eine Jodzahl von 67, in einem anderen Falle 
von 46. 

Der Anteil stark ungesittigter Fettsauren (als Triarachidonat  be- 
rechnet) betragt nach Berend! im Blute der linken Herzkammer von 
normalen Hunden 3,5 bis 4°, des Gesamtblutfettes. Auf dem Héhepunkt 


) 


der Fettresorption sollen die Werte um 25°, erhdéht sein. Page, Pasternak 
und Burt* beobachteten nach Fettresorption mittels Jodzahlbestimmung im 
Gesamtblutfett keine starkere Dehydrierung der Blutfettsiuren. Es ist 
von vornherein ersichtlich, daB bei einer Dialysierfahigkeit von rund 25° 

des gesamten Serumfettes die von Berend angegebenen Werte fiir hoch 
ungesattigte Fettsduren bei dem Membrandurchtritt nur eine untergeordnete 
Rolle spielen k6nnen. Dementsprechend zeigen unsere Jodzahlbestimmungen 
in den Versuchen mit Membran E auch, da® der Grad der Ungesattigtheit der 
Fette fiir die Menge des Dialysatfettes keine wesentliche Rolle spielt. Bei 
dem Durchtritt der Fette durch wenig durchlassige Membranen (Membran D) 
sind ungesiattigte Fette vielleicht in starkerem MaBe beteiligt. was aber 
wegen der geringen diffundierten Fettmenge kaum von groBer Bedeutung ist. 


Diskussion. 

Das wesentliche Ergebnis dieser Versuche ist also, daB ein nennens- 
werter Fettaustritt aus Kollodiummembranen erst erfolgt, wenn der 
Porendurchmesser in der GréBenordnung der Teilchengr6éBe des Wasser- 
blaus liegt (Membran D, E und F). Nach Nistler? hat Wasserblau eine 
Teilchengré68e von 11,8.10-$cm. Etwa ein Viertel des Serumfettes 
ist bei einer PorengréBe. die der des Kongorots von 18 . L0-§ em ent- 
spricht, diffusibel. Erklart nun dieser Befund die Méglichkeit des 
Austretens der Fette aus den Kapillaren in die Gewebe ? Die Durch- 
lassigkeit der Blutkapillaren fiir die im Blute befindlichen Substanzen 
ist nicht eindeutig feststellbar, da sie bereits unter physiologischen Be- 
dingungen sehr variabel ist. Selbst hochkolloide Stoffe vermégen die 
Kapillarwand zu durechdringen. Wir kénnen aber wohl annehmen, dai 
mindestens die Fettmenge, die durch die oben benutzten Membranen 
hindurchzutreten vermag, auch die Kapillarwandung auf demselben 
Wege durch Diffusion passieren kann. Méglicherweise kann tiberhaupt 
der ganze Blutfettaustritt in die Gewebe auf dem Diffusionswege er- 
folgen, da einerseits die Kapillarwandungen eine noch gréBere Durch- 
lassigkeit als unsere Membranen haben kénnen und andererseits aber 
im Organismus alle Blutfettpartikelchen in so feine Verteilung gebracht 
werden kénnten, wie sie in unseren Modellversuchen nur ein Teil des 
Blutfettes besaB. Schulemann# zeigte bei seinen Vitalfaérbungsversuchen, 


1 N. Berend, diese Zeitschr. 246, 117, 1932. — 7 H. Page, V. Pasternak 
u. L. Burt, diese Zeitschr. 2238, 445, 1930. — 3 A. Nistler, Kolloidchem. 


Beih. 31, 1, 1930. — 4 W. Schulemann, diese Zeitschr. SO. 1, 1917. 
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daB diejenigen Farbstoffe, die Diffusionsfahigkeit gegeniiber einem 
2° igen Gelatinegel ergaben, nach subcutaner Einspritzung die Wan- 
dungen der Blutkapillaren auch auf dem Diffusionsweg durchdringen 
(s. hierzu Arogh') und bestimmte Zellen anfairben. Das konnte aus 
der zeitlichen Beobachtung des Auftretens der Zellfarbung geschlossen 
werden. Sowohl Wasserblau als auch Kongorot dringt in 2°, iges 
Gelatinegel ein. In unseren Versuchen zeigte Wasserblau in Gelatine 
eine Diffusionszone von 4,5 mm und Kongorot von 2,5 mm in 24 Stunden. 
Wir kénnen daraus fiir unsere Fragestellung schlieBen, daB, ebenso 
wie diese Farbstoffe, mindestens ein Teil des Blutfettes die Kapillar- 
wandungen auf dem Diffusionsweg zu durchdringen vermag. 

Das Blutfett liegt also zum guten Teil in einer diffusionsfahigen 
Form vor. Es scheint méglich, daB auch der iibrige Anteil in dieselbe 
hochdisperse Form iibergehen kann. Soweit die Diffusionsfahigkeit fiir 
den Fetttransport aus dem Blut in Betracht kommt, erscheint uns hier- 
mit eine geniigende Erklarung fiir die Méglichkeit des Fettaustritts 
aus dem Blut in die Gewebe gegeben zu sein. 


Zusammenfassung. 

Durch Membrane, welche Wasserblau und Kongorot durchlassen 
und deren Permeabilitat der der Blut-Kapillaren ahnlich ist, diffundieren 
etwa 25%, der Lipoide aus lipamischem Blutserum. Die diffundierenden 
Substanzen verteilen sich auf alle Fraktionen der Lipoide, die im Serum 
vorhanden sind. Eine Bevorzugung einer Form, insbesondere auch von 
stark ungesattigten Fettsauren, wird nicht beobachtet. 


' A. Krogh, Anat. a. Physiol. d. Kapillaren, S. 170. Berlin 1924, 
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Phosphatidbildung im Darm bei der Fettresorption. 
Von 
H. Siillmann und W. Wilbrandt. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 20, Februar 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Nahrungsstoffe unterliegen bekanntlich im Darmkanal einer 
weitgehenden Aufspaltung in kleinere Molekiile, die sie zum Durchtritt 
durch die Darmschleimhaut und zum Transport im Koérper geeignet 
macht. . Wahrend jedoch Zucker und Aminosiuren den Darm nach 
der Passage des Epithels als solche verlassen, werden die Bausteine 
des Fettes im Epithel resynthetisiert und scheinen den Darm zum 
groBten Teil ‘wieder in der sehwer angreifbaren Form des Neutral- 
fettes zu verlassen. So erhebt sich fiir die Fette die Frage, auf welche 
Weise sie im Organismus transportiert und wie sie dem Stoffwechse] 
bzw. der Speicherung in den Zellen wieder zuganglich gemacht werden. 


In neueren Arbeiten! wird dem Umbau der Fette in Lecithin, 
einem besser wasserléslichen Kérper, Bedeutung sowohl fiir den Ab- 
bau als auch fiir den Transport der Fette im Organismus zugesprochen. 
Reicher? fand als erster, daB beim Hund wahrend der Fettresorption 
nicht nur der Neutralfettgehalt des Blutes, sondern auch der Lecithin- 
und der Cholesteringehalt ansteigt: bei einem Anstieg des Blutfettes 
waihrend der Fettresorption um 53°, nahm das Lecithin um 82°, 
und das Cholesterin um 66°, der normalen Werte zu. Eine gréBere Reihe 
von Autoren hat diesen Befund bestatigt und zum Teil auf andere 
Lipimieformen ausgedehnt, so Bloor!, Bang*, Leites*, Wendt®, Vahl- 
quist®, Horiuchi*, Milbradt®, letzterer auch fiir Kaninchen. Eine weitere 
experimentelle Stiitze fand die Annahme einer Transportfunktion des 
Lecithins in der Arbeit von Meigs und Mitarbeitern®, die zeigten, dal 
die Menge des von der Milchdriise erzeugten Neutralfettes gedeckt wird 
von der Differenz im Phosphatidgehalt des zu- und abstrémenden 
Blutes, daB also anscheinend die Driise das Material zur Fettbildung 
quantitativ aus dem Phosphatid des Blutes entnimmt. 


! Bloor, J. of biol. Chem. 24, 447, 1916. 2 Reicher, Verhandl. d. Kongr. tf. 
inn. Med. 28, 327, 1911. 3.4, Bang, diese Zeitschr. 90, 383; 91, 104, 1918. 
1S. Leites, diese Zeitschr. 184, 273, 1927. — ° G. Wendt, ebenda 250, 212. 
1933. 6 B. Vahlquist, Biochem. J. 25, 162, 1931. * Horiuchi, J. ot 
biol. Chem. 44, 345, u. 363 1920. 8 W. Milbradt, diese Zeitschr. 223, 278, 
1930. — ® Meigs u. Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 37, 1, 1919. 
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Es erhebt sich nun die Frage, wo bei der Fiitterungslipamie diese 
Transformation von Fett in Lecithin oder allgemeiner in Phosphatide 
stattfindet, bzw.ob es sich tiberhaupt um eine solche handelt, oder ob 
das im Blute erscheinende Lipoid nur aus den Organen ausgeschwemmt 
ist. Auf letzteren Standpunkt stellt sich z. B. Horiuchi (1. ¢.) beziiglich 
der AderlaBlipamie, ferner Milbradt (1. ¢.), der eine Ausschwemmung 
von Lipoid vor allem aus der Haut durch Organanalysen nachwies. 
Bloor (|. ¢.) dagegen nimmt eine Phosphatidsynthese an, die in den 
roten Blutkérperchen stattfinden soll, was er daraus schlieBt, daB er 
den Phosphatidanstieg bei Fettresorption in den Blutkérperchen starker 
fand als im Plasma. Andere Autoren konnten die letztere Angabe 
nicht bestatigen, so Vahlquist (l.c.). Wendt (1. ¢.), Horiuchi (1. ¢.). Es 
besteht die Méglichkeit, daB die Ursache des Phosphatidanstiegs im 
Blute wahrend der Fettresorption die ist, daB schon in der Darmwand 
ein Teil des Fettes in Phosphatid transformiert wird. Aus verschiedenen 
Arbeiten geht hervor, daB einerseits Lecithin im Darm gespalten wird, 
daB aber andererseits nach Lecithinfiitterung der Lecithinspiegel des 
Blutes ansteigt. Das kénnte so gedeutet werden, daB die Spaltprodukte 
des Lecithins ohne Resynthese zu dem Ausgangsprodukt resorbiert 
werden und die Lecithinimie ebenso hervorrufen wie resorbiertes 
Neutralfett (Leites l.c.). Es ist aber auch méglich, daB die Darm- 
wand die Fahigkeit der Lecithinsynthese besitzt. Das wird auch durch 
eine Arbeit von Sinclair! wahrscheinlich, der die Jodzahl des Darm- 
lecithins wahrend der Fettresorption untersuchte und fand, daB bei 
Resorption von Fetten mit hoher Jodzahl auch die des Lecithins in 
der Darmschleimhaut erhéht ist. Dabei fand er keine Zunahme des 
absoluten Lecithingehalts der Darmschleimhaut. Daraus schloB er, 
daB das resorbierte Fett in der Epithelzelle in Lecithin tibergefihrt 
wird, diese Umwandlung jedoch nur eine Zwischenstufe darstellt, so 
daB das Fett aus der Epithelzelle nicht in Form von Lecithin, sondern 
wieder als Fett austritt. 


Wir haben nun versucht, durch Untersuchung des Phosphatid- 
gehalts der Lymphe am niichternen Tier und wahrend der Fettresorption 
zu entscheiden, ob neugebildetes Phosphatid wahrend der Resorption 
aus dem Darm wegtransportiert wird. Der Sinclairsche Befund einer- 
seits und die bewiesene Zunahine des Blutphosphatids nach Fett- 
resorption andererseits wiirden durch diese Annahme miteinander ver- 
knipft. Hckstein® fand zwar in der Lymphe des Ductus thoracicus beim 
Hund keine Erhéhung des Phosphatidgehalts bei Neutralfettresorption, 
jedoch sah er nach Fiitterung mit Fettséuren eine Phosphatidzunahme, 
die er aber nicht mit einer Neubildung von Phosphatid in Zusammen- 


! Sinclair, J. of biol. Chem. S2, 117. 1929. 2 Eckstein, ebenda 62, 
743, 1924. 
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hang brachte. Deshalb erschienen uns fiir die Klarung der Frage de1 
Xolle des Lecithins bei der Fettresorption weitere Untersuchungen in 
dieser Richtung wichtig. 

Methodik. 


Wir arbeiteten an Kaninchen, die 1 bis 8 Tage kein Futter erhalten 
hatten. Der Magen enthalt beim Kaninchen aber selbst nach mehrtagigem 
Hungern immer noch Nahrung, so daB die Tiere in unseren Versuchen 
eigentlich nicht als vollkommen niichtern angesehen werden kénnen. Die 
Tiere wurden mit Numal-Roche (0,5 cem/kg Tier intravenés) oder Urethan 
(25°,, 2cem/kg Tier intravenés) narkotisiert. In unseren ersten Versuchen 
sammelten wir die Lymphe des Ductus thoracicus nach Einbinden eine 
Kaniile an seiner Kinmiindungsstelle. In den spateren Versuchen gewannen 
wir die Lymphe des Darms direkt auf die folgende Weise: Die gesamten 
LymphgefaBe des Diinndarms sammeln sich an der Radix mesenterii, wo 
sie, In einem breiten Biindel parallel verlaufend, gemeinsam in ein groBes 
Lymphdriisenpaket einmiinden. Aus diesem Paket treten wenige groBe 
Hauptlymphstaéamme aus, die zur Cysterna chyli fiihren. Staut man die 
Lymphe durch Unterbindung der Vena anonyma sinistra, so schwellen sie 
an und treten sehr deutlich hervor. Aus diesen GefiBen haben wir die 
Darmlymphe gewonnen. Auf das Einbinden einer Kaniile muBten wir 
dabei verzichten, weil die Kaniile so fein sein mii8te, daB sie sich zu rasch 
durch Gerinnsel verstopft. Es gelingt aber nach sorgfaltiger Reinigung der 
Umgebung und vorsichtiger Eréffnung des LymphgefaBes ohne Schwierig- 
keit die reichlich flieBende Lymphe rein zu sammeln, die auf der Héhe der 
Resorption wei wie Rahm ist. 

Als Fett gaben wir entweder reines Olivenél, von dem wir uns mehrfach 
iiberzeugten, daB es keine Phosphatide enthielt, oder Triolein von Schering 
u. Kahlbaum. 50cem Ol oder 25cem Triolein wurden mit etwa 1 cem 
n/10 NaOH und 30 ccm Wasser emulgiert und durch die Schlundsonde 
eingegeben. In den ersten Versuchen gaben wir reines, nicht emulgiertes 
Ol, gingen aber dann zu Emulsionen iiber, weil uns die Resorption bei 
solchen besser schien. Die Fettresorption ist bei Kaninchen sehr langsam. 
Meist beginnt erst nach 4 bis 6 Stunden die Lymphe weif zu werden und 
erreicht die tiefste rahmartig-weiBe Farbe erst nach 8 bis 10 Stunden. 
Zur Bestimmung der Fettfraktionen wurde die Lymphe durch 24stiindiges 
Stehenlassen in Alkohol-Ather 3:1 extrahiert. Aliquote Teile des Filtrats 
wurden eingedampft und wie folgt verarbeitet. Im _ Riickstand des 
Alkohol - Atherextraktes wurde der Phosphatidphosphor kolorimetrisch 
nach Bloor! bestimmt. Bloor fand in Kontrollversuchen mit Blut im 
Alkohol-Atherextrakt neben dem Phosphatidphosphor keine anorganischen 
oder organischen Phosphorsiureverbindungen, oder diese doch nur in 
Spuren. Fiir die Bestimmung von Gesamtfett wurde der Riickstand des 
Alkohol-Atherextraktes mit Ather aufgenommen und nach Eindampfen 
und Trocknen das Gesamtfett durch Wagen des Riickstandes bestimmt. 


Versuche. 
Versuchsreihe 1. Der Phosphatidgehalt der Lymphe des Ductus thoracicus. 


Die ersten Versuche, die wir mit Lymphe des Ductus thoracicus machten, 
hatten kein eindeutiges Resultat. Zunachst bemerkten wir nach einigen 


1 W. R. Bloor, J. of biol. Chem. 36, 33, 1918. 
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Versuchen, daB der Fettgehalt der Lymphe der niichternen Tiere sofort 
nach Einbinden der Kaniile hoch ist, um erst im Verlauf von 2 bis 3 Stunden 
auf eine einigermaBen konstant bleibende Héhe abzusinken. In Versuch 4 
(Abb. 1) lieB das Absinken des CGesanmitfettes trotz vorangehender Ol- 
fiitterung ein solches Verhalten vermuten, das sich dann in Versuch 5 
bestatigte, in dem wir erst nach 6'/,stiindiger Lymphsammlung am 
niichternen Tiere Ol fiitterten. In Versuch 6 wurde dann erst 2!/, Stunden 
nach Einbinden der Kaniile mit der Analyse der Lymphe begonnen. 

Eine Erklarung fiir diesen hohen 
Anfangsfettgehalt der Lymphe kann 








<i 
vielleicht die Narkose geben. Reicher! ~ 
und Berczeller® fanden in der Nar- Z 
kose eine bedeutende Vermehrung > 
des Blutfettes. Pan nal 

In Versuch 4 und 6 zeigt sich = 4] t ‘em a Gestnth(ong %) 
ein Ansteigen des CGesamtfettes ®& g—4+————_-_______-+__ 
wihrend der Resorption auf das ®& 1 TN is 
Zwei- bis Dreifache. Dieser hohe &, |.  . | “7 : 
Wert wird in der siebenten und 8 | ‘Sap -+-+-- ‘ 
achten Stunde der Fettresorption * Boh. itl 
erreicht. Gegeniiber diesem gleich- - 

maBigen Anstieg des Gesamtfettes a ‘ 

zeigt der Phosphatidgehalt der g) 

Lymphe des Ductus thoracicus ein 6 

verschiedenes Verhalten. In Ver- | 

such 4 ist ein Anstieg zu bemerken, 1 


in Versuch 6 kein deutlicher; an- 
dererseits sind aber die Niichtern- O2¥6 8 ORRE B22 H 
werte so schwankend, dab die Stunden 

Wertung dieser Befunde sehr ein- P Abb ‘ 

veachrankt ial Pits. Sila Anderung von Gesamtfett und Phos- 
EE SS ee eee phatid in der Lymphe des Ductus thor- 
kungen kénnen vielleicht durch Zu- acicus nach Fettfiitterung (a). 

fliisse in den Lymphstrom verursacht 

sein, die nicht aus dem Darm stammen. In erster Linie kommt dabei 
die Leber in Betracht, die Ja im Phosphatidhaushalt eine wesentliche Rolle 
spielt. Aus diesem Grunde gingen wir zur Untersuchung der Darmlymphe 
iiber, wofiir sich das oben geschilderte Vorgehen als brauchbar erwies. 


Versuchsreithe 2. Der Phosphatidgehalt der Darmlymphe. 

In der Tat zeigte sich, daB die Nichternwerte fiir den Phosphatid- 
gehalt der Darmlymphe wesentlich niedriger und gleichmaBiger sind 
als die in der Ductuslymphe. Wir fanden (Tabelle 1) im Mittel aus 
neun Versuchen einen Phosphatidgehalt von 2,68 mg-°,, P mit einer 
mittleren Streuung von — 0,44 mg-°, gegeniiber 5,61 mg-°,, P 
- 1,31 mg-°, in neun Versuchen mit Ductuslymphe. Einige Stunden 
nach Olfiitterung erfolgt dann regelmafig ein Anstieg des Phosphatid- 
gehalts. Abb. 2 zeigt drei solche Versuche. Das Phosphatid ist 


! Reicher, Zeitschr. f. klin. Med. 65, 235, 1908. 2 L. Berezeller, diese 
Zeitschr. 90, 288, 1918. 
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Kontroliversuche. Phosphatidgehalt der Darmlymphe ohne Fettfiitterung. 
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Tabelle I. 
Phosphatidgehalt der Niichternlymphe. 
Im Duetus thoracicus , In der Darmlymphe 
Versuch - . Versuch 
is ¥ Abweichung 0 > Abweichung 
Nr mg-°ig I vom Mittel wert Nr. ing-°/o I vom Mittelwert 
3 3,00 — 2.61 18 2.58 — 0,10 
4 5,49 0,12 18 2,31 —- 0,37 
D 7,10 + 1.49 19 2,51 — 0,17 
5 6,75 + 1,14 20 3,96 + 1,28 
5 6,90 + 1,29 21 2,80 + 0,12 
5 4,84 0,77 21 2,96 + 0,28 
6 4,85 — 0,76 22 1,49 - 1,19 
6 7,59 + 1,98 23 2,53 — 0,15 
7 3,97 1,64 24 2,98 + 0,39 
Mittel: 5.61 L 1,31 Mittel: 2.68 + 0,44 
br > 
a Versuch 1%) 
RS ¥t 1 
Pz | «"lesuhaeT TTT?) T bl 
lt VES SSR OR oe 8 @) ee ee ES Ca ee a oe 
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Stunden S70} bat 
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YX 64+ ‘ 4 j ®S 6} 
& | 
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Abb. 2 


hatid in der Darmlymphe nach Fettfiitterung (a). 


6 Stunden nach der Belastung auf etwa das Doppelte, 10 Stunden nach 


he gestiegen. 


Versuchsreithe 3. Kontrollversuche. 


nte der Einwand erhoben werden, daB 
obachtungszeit nach der Eréffnung der 
Bauchhohle sich Entziindungserschei- 


Phosphatidgehalt der Lymphe auf 
diese zuriickzufiihren ist. Wir haben 
daher drei Kontrollversuche angestellt, 
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in denen bei sonst gleichem Vorgehen statt des Oles fettfreie Lésungen 
gegeben wurden, zweimal eine Lésung von 3°, Zucker und 3°, Starke und 
einmal eine 0,85°,ige Lésung von Kochsalz. Abb. 3 zeigt diese Versuche. 
Tatsachlich erfolgte auch in diesen Versuchen einmal (Versuch 23) ein 
deutlicher Anstieg des Phosphatids, der jedoch geringer war als in den Ver- 
suchen mit Ol. In den beiden anderen Versuchen zeigt sich kein oder nur 
ein unbedeutender Anstieg. Immerhin kénnten also bis zu einem gewissen 
Grade Entziindungserscheinungen komplizierend mit wirken. 


Versuchsrethe 4. Untersuchung der Darmlymphe nach normaler Fettresorption. 

Um diese Komplikationen ganz zu_ beseitigen, haben wir nun 
schlieBlich eine Reihe von Versuchen auf folgende Weise durchgefiihrt. 
Wir fiitterten von je zwei gleich schweren Kaninchen eines mit Ol und 
eines mit einer fettfreien Lésung und lieben die nicht narkotisierten 
und nicht operierten Tiere zundchst mehrere Stunden resorbieren. Dann 
erst wurde die Vena anonyma sinistra unterbunden und etwa ! , Stunde 
spater eine Probe der Darmlymphe entnommen. 


Tabelle II. 


Phosphatidgehalt der Darmlymphe nach mehrstiindiger 
Resorption ohne Narkose und Operation. 





In der Darmlymphe 





aa ineeiadd Stund a? 22 b " ; 
verse Gefiitterte Lisung a mg-°/ Phosphatid-I ——e mg-*/o 
Fiitterung nach Ol- Kon- nach Ol- Kon- 
Nr. fiitterung trolle fiitterung trolle 
26 Ol 8 4.45 622 
27 Stairke-Zucker 8 2.43 171 
28 Ol 9 7,05 
29 Starke-Zucker 9 1,46 
30 Ol 9 10,10 520 
‘ {| 2mal 10%iger 07 - 
i , 7 2 50 
oe Alkohol paw * 
33 Ol ) 7,62 
7,48 2.20 571 161 


Tabelle I] zeigt die Ergebnisse dieser Versuche. Die Darmlymphe 
der mit der fettfreien Lésung gefiitterten Kontrolltiere enthalt bei 
diesem Vorgehen ebensoviel Phosphatid wie die der niichternen Tiere 
in Tabelle 1. Demgegeniiber zeigt sich der Lymph-Phosphatidgehalt 
der mit Ol gefiitterten Tiere jeweils auf das Mehrfache, einmal (Ver- 
such 30) ‘auf das Fiinffache erhéht. Mit diesen Versuchen glauben wir 
den Beweis erbracht zu haben, da die Darmlymphe wihrend der 
Fettresorption aus dem Darm vermehrt Phosphatid abtransportiert. 
Gegen die Deutung dieser Phosphatidvermehrung in der Darmlymphe 
im Sinne einer Phosphatidsynthese in der Darmwand kann man jedoch 
noch ein Bedenken erheben. 
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Versuchsrethe 5. Leukocytenvermehrung in der Lymphe. 

Kine Beteiligung der Leukocyten an der Fettresorption ist im ver- 
gangenen Jahrhundert viel diskutiert worden, und fiir den Abtransport 
des resorbierten Fettes aus dem Darm miBt ihnen Bloor! in jiingerer 
Zeit noch Bedeutung zu. Es ist bekannt, daB Fett ein machtiger Lock- 
reiz fiir Leukocyten ist. Clark und Clark? haben z. B. gezeigt, dab 
um einen in den Schwanz von Kaulquappen injizierten Fetttropfen 
sich Leukocyten in groBen Scharen sammeln, Fett phagocytieren und 
abtransportieren. Boyd® zieht aus Versuchen von Garrey und Butler, 
die nach Kohlenhydrat- und EiweiBmahlzeiten keine Leukocyten- 
vermehrung im Blute fanden, den SchluB, daB die Verdauungsleuko- 
cytose durch Fett ausgelést wird. Aus der Arbeit von Boyd geht nun 
weiterhin hervor, daB die Leukocyten einen auffallend hohen Phos- 
phatidgehalt (0,8°,) haben. Es ware denkbar, daB bei der Fettresorp- 
tion in der Darmlymphe vermehrt Leukocyten auftreten und daB der 
Anstieg des Lymphphosphatids nur durch deren hohen Phosphatid- 
gehalt bedingt ware. Wir haben daher bei einer Reihe von Versuchen 
in der Darmlymphe die Leukocyten gezaihlt. Dabei zeigte sich, daB 
in der Tat bei Fettresorption die Leukocytenzahl meist gegeniiber 
Kontrollversuchen erhéht ist. Tabelle II] zeigt diese Versuche. Es 
geht aber aus ihnen hervor, daB die Leukocyten an der Phosphatid- 
zunahme nicht maBgeblich beteiligt sind, wie sich mit Hilfe der Boyd- 
schen Angaben berechnen 1aBt. 


Tabelle III. 


Leukocytenzahl in der Darmlymphe nach Fiitterung von OL und 
nach Fiitterung von Starke-Zuckerlésung. 





Leukocytenzahl in 1 emm Lymphe 





Versuch : — 

, Gefiittert nac ask heen: 
Nr. Fiitterung nach O| ee oe 
mS . | 35 600 
33 Ol 9 121 000 
34 Starke-Zucker 9 49 600 
35 Starke-Zucker 9 79 400 
36 Ol 9 125 300 
37 Triolein 9 93 900 
38 Stirke-Zucker 12 77 400 
39 Starke-Zucker 12 76 300 


Setzt man in die Rechnung ein, daB das Volumen eines Leukocyten 
zweimal so groB sei wie das eines Erythrocyten, das Blut von 5 Millionen Blut - 


1 W. R. Bloor, Physiol. Rev. 2, 92, 1922. — ? Clark u. Clark, Amer. 
J. Anat. 21, 421, 1917. — 3? EB. M. Boyd, J. of biol. Chem. 101, 623, 1933. — 
4 W.E.Garrey u. V. Butler, Amer. J. of Physiol. 100, 351, 1932. 
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kérperchen im cmm 40 Vol.-°,, Erythrocyten besitzt und da8 fiir die Leuko 
cyten des Kaninchens auch der von Boyd fiir Leukocyten des Menschen 
bluts angegebene Phosphatidgehalt von 0.8°,, (= 32 mg-°,, P) gilt. so ergibt 
sich der Anteil der Leukocyten am Phosphatidgehalt einer Fliissigkeit mit 


2.40.32 
50000 Leukocyten pro emm zu 0.25 mg-",, P.. Der hédchste 
: 100. 100 


in unseren Versuchen beobachtete Leukoc ytenanstieg von 50000 Leukocyten 
deckt also von dem beobachteten Phosphatidanstieg (im Mittel 5,3 mg-° 
siehe Tabelle 11) nur rund den 20. Teil. 

Zusammenfassend glauben wir also gezeigt zu haben, dab der 
Phosphatidgehalt in der Darmlymphe wihrend der Fettresorption zu- 
nimmt und daB diese Zunahme nicht auf der Zunahme der Leukocyten 
beruht. Wir glauben daher, daB das Phosphatid in der Darmwand 
gebildet wird. 


Versuchsrethe 6. Die Méglichkeit eines Phosphatidtransportes durch die 
Pilortader. 

Ist somit eine Lecithinbildung im Darm wahrscheinlich, so erhebt 
sich die weitere Frage, ob dem gebildeten Lecithin, entsprechend seiner 
feineren Dispersitat verglichen mit Neutralfett, nicht auBer dem Lymph- 
weg auch der Blutweg in den Organismus offen steht. Dies beansprucht 
vielleicht auch im Hinblick auf die Tatsache Interesse, als die Frage, 
ob das resorbierte Fett nur durch die Lymphe in den Koérper eintritt 
oder zum Teil auch durch die Pfortader, noch keine endgiiltige Be- 
antwortung gefunden hat!. Es ist mehrfach durch Vergleich des Fett- 
gehalts in der Pfortader und der Carotis oder Jugularis versucht worden, 
einen Fetttransport durch die Pfortader nachzuweisen. Die Ergebnisse 
waren widersprechend. D’Errico® fand den Fettgehalt in der Pfort- 
ader erhéht, Zucker® fand keine Erhéhung und kritisierte die Befunde 
von D)’Errico. Auch beziiglich Lecithin liegen derartige Versuche von 
Leites (1. c.) vor, der bei Hunden den Lecithingehalt in der Pfortader 
nicht héher fand als in den anderen Venen und daraus schloB, dab 
kein resorbiertes Lecithin durch die Pfortader transportiert wird. Wir 
haben solche Versuche an Kaninchen nach Fettresorption ausgefihrt 
und ebenfalls keinen hoheren Phosphatidgehalt in der Pfortader ge- 
funden, auch in einem Versuch mit Lecithinfiitterung nicht (Versuch 17). 
Tabelle IV zeigt diese Versuche. 

Die Unterschiede tberschreiten 4°, nicht und liegen innerhalb 
der Fehlerbreite. Es lohnt sich aber zu berechnen, was ein solcher 
negativer Befund eigentlich fiir die Beantwortung der aufgewortenen 
Frage bedeuten kann. 


lA. Eckstein, J. of biol. Chem. 62, 743. 1924/25: dort auch Altere 
Literatur. 2G. D’Errico, Arch. fisiol. 4, 513. 1907. 37. F. Zucker, 
Proc. Soc. Exper. Biol. and Med. 17, 89, 1920. 
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Tabelle IV. 


Phosphatidgehalt im Blute der Pfortader und A. carotis niichtern 
und wahrend Fett- sowie Lecithinresorption. 





Versuch ees mera mg-°/) P in mg-9/9 P in Unterschied 
Nr. Zustand des Tieres der Carotis der Pfortader 9 
9 7,46 7.31 — 2.0 
10 | } 7,79 8,08 3,7 
13 nuchtern 763 7.36 — 35 
10,51 10,73 +1,8 
7 Std. seattle tie: 10,80 10,60 2,0 
15 | = fiitte- 8,70 8,82 + 1,5 
| eo & | 11,40 11,15 — 2.0 
10 — 9,40 9,11 — 82 
17 | Sie St recithin. | 8:9 — : 
8}/, cee 55 9,38 —2 
2% | Fitterg. | 9,55 1,3 


Nimmt man in unserem Falle fiir Kaninchen eine Gesamtblutmenge 
von 280 cem (entsprechend '/,, seines Kérpergewichts von 3,6 kg) und eine 
Umlaufzeit von 7 Sekunden an. so flieBen durch den Cesamtquerschnitt 
des GefaBsystems in der Sekunde 40 cem Blut. Wenn der Pfortaderquer- 
schnitt 1/,, des gesamten Querschnitts der groBen Venen einnimmt, so 
strémen durch die Pfortader in der Sekunde 4ccem Blut. Das entspricht 
in 14 Stunden etwa 200 Liter. Nimmt man die Fehlerbreite der Phosphat- 


ro 


bestimmung zu 5°, an, so wiirde bei einem Blutlecithingehalt von 10 mg-°,, 
Phosphatid-P eine Phosphatidautnahme in die Pfortader entsprechend 
0,2 mg-°, P noch nicht bemerkt werden kénnen. Eine solche Zunahme 
wurde aber bei der angenommenen Zirkulationsgr6Be in 14 Stunden 
400 mg P 10 g Lecithin durch die Pfortader in den Koérper fiihren, also 
eine Menge, die die gesamte Fettresorption an einem Tage um das Vielfache 
iibersteigt. 

Die Berechnung zeigt, daB die Frage des Resorptionsweges der 
Phosphatide durch Blutanalysen in verschiedenen GefaBen nicht ent- 
schieden werden kann. DaB Phosphatid vom Darm aus durch die 
Pfortader in betrachtlichen Mengen in den Ko6rper eintreten kann, 
muB also als durchaus méglich bezeichnet werden; dasselbe kénnte 
auch fiir das Gesamtfett gelten. 


Diskussion. 

Das Ergebnis unserer Untersuchung ist der Nachweis einer Phos- 
phatidzunahme in der Darmlymphe bei der Fettresorption. Wir stehen 
damit in Widerspruch zu einer Arbeit von Eckstein (l.c.), der bei 
Hunden nach Olfiitterung keine Zunahme von Phosphatiden in der 
Lymphe des Ductus thoracicus fand. Ob dieser Unterschied darauf 
beruht, daB er an Ductuslymphe gearbeitet hat, was wir nach einigen 
Versuchen zugunsten der Darmlymphe aufgaben, oder auf einem Unter- 
schied zwischen den beiden Tierarten, kénnen wir nicht sagen. Bloor 
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hat zwischen Hunden und Kaninchen ahnliche Unterschiede beob- 
achtet. Er fand Differenzen im Phosphatidgehalt des Blutes bei fett- 
reicher und -armer Diat, die nur bei Kaninchen stark ausgepragt waren, 
wahrend sie bei Hunden viel schwacher erschienen.  Kekstein selbst 
fand jedoch im Gegensatz zu seinen Versuchen mit Olfiitterung eine 
Phosphatidzunahme in der Lymphe nach Fitterung von Fettsauren, 
die er jedoch mit der Toxizitat der Fettsiuren, vermutlich im Hin- 
blick auf ihre cytolytischen KEigenschaften, erklarte. Kiner unserer 
Kontrollversuche mit 10°, Alkohol, bei dem wir keine Erhéhung des 
Phosphatids in der Lymphe fanden, spricht auch gegen die Ansicht 
von Eckstein. 

Die Phosphatidzunahme in der Darmlymphe wahrend der Fett- 
resorption ist prozentual ungefalir ebenso gro wie die Gesamtfett- 
zunahme, beide steigen etwa auf den dreifachen Wert an.  Jedoch 
lassen die einzelnen Versuche grobe Unterschiede erkennen. Berechnet 
man die Gesamtmengen, die als Phosphatid in der Lymphe erscheinen, 
so ist klar, daB die Phosphatide nur einen Bruchteil der Gesamttette 
wahrend der Fettresorption darstellen. So ergibt sich z. B. aus den 
Mittelwerten der Versuche der Tabelle I] eine Zunahme des Phos- 
phatids (berechnet als Lecithin P .25) in der Lymphe von 1380 mg LOO g 
Lymphe. Gleichzeitig nimmt das Gesamtfett um rund 410 mg 100g 
Lymphe zu. Es wird also ohne da} wir einer aus diesen Mittel- 
werten gewonnenen Zahl besondere Bedeutung zusprechen kénnen 
in diesen Versuchen die Zunahme des Gesamtfettes zu rund 30°, in 
Form von Phosphatiden (bzw. Lecithin) bestritten. 

Eine kurze Berechnung zeigt, daB mit der Lymphe wahrend cines 
Tages Resorptionszeit (z. B. in Versuch 26) etwa 600 mg Gesamtfett 
und etwa 150 bis 180 mg Lecithin ins Blut gefiihrt werden. Rechnet 
man eine tagliche Fettresorption beim Menschen von 50 g, wie sie 
etwa der menschlichen Nahrung entspricht, auf das Korpergewicht 
von Kaninchen um, so wiirde sie etwa 1500 bis 2000 mg beim Kaninchen 
entsprechen. Unsere Zahl von etwa 600 mg taglich fir den Gesamt- 
fetttransport durch die Lymphe ist in Ubereinstimmung mit der von 
anderen Autoren gemachten Beobachtung, daB die Fettresorption beim 
Kaninchen sehr langsam ist. Das Blut der Kaninchen enthielt in unseren 
Versuchen im Mittel etwa 10 mg-°, Phosphatid P, d. h. etwa 250 mg-° 
Lecithin. Im Gesamtblut ist also eine absolute Menge von 500) bis 
750 mg Phosphatid (als Lecithin berechnet) vorhanden. Eine Lecithin 
resorption von 150 mg taglich, wie wir sie in unseren Versuchen etwa 
fanden, ist also von einer GroBenordnung, «lie fiir das Zustandekommen det 
Lecithinamie nach Fettfiitterung durchaus eine Rolle spielen kann. 
Die Herkunft der Phosphatide bei der Futterungslipamie wie bei anderen 
Lipaimieformen ist sicher komplex. Schon die Tatsache, daB das Phos- 
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phatid auch bei anderen Lipamiearten vermehrt ist, wie aus ver- 
schiedenen Arbeiten hervorgeht, zeigt, daS die Synthese in der Darm- 
wand nichf allein fiir die Zunahme verantwortlich gemacht werden 
kann. Zudem wird bei lipamischen Zustaénden auch eine Cholesterin- 
zunahme beobachtet, die vermutlich nicht auf einer Synthese in der 
Darmwand beruht. Ferner haben die Organanalysen von Milbradt die 
Beteiligung von Organausschwemmungen  sichergestellt. —§ Trotzdem 
glauben wir gezeigt zu haben, daB unter den Faktoren, die zur Phos- 
phatidamie nach Fettfiitterung fiihren, die Phosphatidbildung in der 
Darmwand cine nicht unbedeutende Rolle spielt. Die Zunahme des 
Phosphatids in der Lymphe beweist noch nicht mit Sicherheit eine 
Phosphatidsynthese in der Darmwand. Es kénnte das Phosphatid, 
wie das Milbradt fiir andere Organe gezeigt hat, aus dem Gewebe der 
Darmwand ausgeschwemmt worden sein. Dagegen sprechen aber die 
oben erwahnten Befunde von Sinclair, daB die Jodzahl des Darm- 
lecithins sich bei der Fettresorption dem resorbierten Fett angleicht, 
daB also das Fett in die Struktur des Lecithins einzutreten scheint, 
ferner, da der Phosphatidgehalt der Darmwand sich bei der Fett- 
resorption quantitativ nicht andert. 


Zusammenfassung, 

1. Der Phosphatidgehalt der Darmlymphe des Kaninchens nimmt 
wahrend der Fettresorption zu. Das wird auf eine Phosphatidbildung 
in der Darmwand zuriickgefithrt. 

2. Die Phosphatidzunahme in der Darmlymphe ist prozentual etwa 
die gleiche wie die des Gesamtfettes. Bei Fettresorption liegt etwa !/; 
bis ', des Gesamtfettes der Darmlymphe als Phosphatid vor. 

3. Die beobachtete Phosphatidzunahme wird nicht durch Leuko- 
cyteneinwanderung bedingt. Auch der eventuell st6rende EinfluB von 
Entziindungserscheinungen konnte ausgeschaltet werden. 

4. Die Méglichkeit eines Lecithintransports durch die Pfortader 
bei der Fettresorption wird gepriift mit dem Ergebnis, daB, trotzdem 
es nicht gelingt, eine Zunahme des Phosphatids im Pfortaderblut nach- 
zuweisen, ein solcher bisher nicht abgelelhnt werden kann. 
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Die Wirkung 
von Monojodessigsiure auf Diastase, Lipase und Pepsin. 
Von 
Friedericke Barth'. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel und dem ungarischen 
biologischen Forschungsinstitut in Tihany.) 


(Eingegangen am 20. Februar 1954.) 


Monojodessigsiure hemmt bekanntlich die Milchséurebildung in 
tierischen Zellen (Lundsgaard, 19307) und ebenso auch die Garung 
mit Hefe®. Untersuchungen dieses Laboratoriums zeigten (Wilbrandt 
und Laszt, 19324), daB auch die selektive Glucoseresorption gehemmt 
wird, wahrend die Resorption von anderen Monosen unbeeinfluBt 
bleibt. Diesem Befund lag die Hypothese zugrunde, daB die selektive 
Glucoseresorption durch einen Umbau der Glucose, eventuell eine 
Phosphorylierung zustande kommt (Verzdr*). Lundsgaard (1933)° 
bestatigte diesen Befund und folgerte auf Grund der Analogie mit der 
Riickresorption der Glucose in den Nierenkanalchen, daB Phlorrhizin 
eine ahnliche Hemmung von Phosphorylierungen und der selektiven 
Glucoseresorption haben miisse und bewies das ebenso, wie auch Wert- 
heimer®. Inzwischen wurde gezeigt (Verzadr und Laszt®), daB auch die 
Fettresorption durch Monojodessigsiure, sowie durch Phlorrhizin 
gehemmt wird. Auch hier mu8 daran gedacht werden, daB synthetische 
Funktionen im Darmschleimhautepithel gehemmt werden. Ohne hier 
auf die verschiedenen Erklarungsméglichkeiten dieser Wirkungen 
einzugehen, soll hier nur diskutiert werden, ob die Monojodessigsdiure 
ein allgemeines Enzymgift ist. Es ware méglich, daB die verschiedenen 
beobachteten Wirkungen eine Folge einer Giftwirkung auf Enzyme 
sind. Insbesondere im Zusammenhang mit der beobachteten Hemmung 
der Fettresorption schien der Gedanke méglich, daB die Ursache eine 
Hemmung der Wirkung der Darmlipase ist. Im folgenden habe ich 
deshalb die Frage untersucht, ob Monojodessigséiure als allgemeines 


' Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. Dr. fF’. Verzar. 2B. Lundsqaard, 

diese Zeitschr. 217, 162, 1930; 220, 1, 8. 1980; 227, 51, 1930; siehe auch 
A. Schwarz u. A. Osechmann, C. rv. soe. biol. 91, 275, 1924; 92. 169, 1925. 
3 Siehe z. B. B. Ehrenfest, J. of biol. Chem. 97, LA XVI, 1932; Ber. Physioi. 
70, 773. 4 W. Wilbrandt u. L. Lasat, Intern. Physiologenkongr., Rom 
1932; diese Zeitschr. 259, 398, 1933. °F. Verzar, Ergebn. d. Physiol. 82, 
391, 1931. — ® B. Lundsqaard, diese Zeitschr. 264, 209, 221, 1933. —* EF. Wert- 
heimer, Pfliigers Arch. 238, 514, 1934. 8 F. Verzar u. L. Laszt, diese 
Zeitschr. 270, 35, 1934. 
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Enzymgift zu betrachten ist, ob speziell eine Wirkung auf Diastase 


Lipase und Pepsin in vitro vorhanden ist. 


Versuche. 


Wirkung auf Diastase. 


Methodik, Ol eem menschlicher filtrierter Speichel und 4 cem 1° igs 
lésliche Starke wurde mit Lcem Monojodessigsiurelésung in verschiedenen 
Konzentrationen bzw. zur Kontrolle mit Wasser 20 Minuten lang im 
Wasserbad bei 30°C gehalten, dann wurde mit Jod und Fehling-Reaktion 
gepriift. 

In 25 Versuchen wurde eine Hemmung bei einer Verdiinnung det 
Monojodessigséure von 1: LO000 (0,01 °,,) gefunden. Ebenso wirkte jedoch 
in 12 Versuchen Essigsiure in einer Konzentration von 0,66: L000. Die 
Hemmung ist also nur eine Folge der stark sauren Reaktion der Lésung. 

In einer anderen Versuchsreihe (24 Versuche) wurde die Monojod 
essigsiiure mit Na CO, neutralisiert und die Versuche mit m/15 Phosphat- 
puffer (py 6,8) angesetzt. Dabei findet selbst bei einer Verdiinnung dei 
Monojodessigsaure auf 1: 500 (0.2° >) keine Hemmung der Diastasewirkung 
statt 

Wirkung auf Lipase. 


Methodik. Wir benutzten die Methode der Lipasebestimmung von 
Willstdtter', wobei 4ceem 1° ige Pankreaslipase (Witte) mit 1 cem Olivend). 
0.8cem NH,Cl-Puffer, 0,2 cem 2°, igen CaCl, 0,2 cem 3° igen Albumin 
und 1,5cem Monojodessigséureverdiinnung bzw. in Kontrollversuchen 
Wasser genommen wurde. Nach zweistiindigem Erwarmen auf 30°C und 
Alkohol-Atherextraktion wurden die Fettsauren mit n/10  alkoholischer 
Kalilauge titriert. Verwendet wurde Pankreaslipase (Witte) und in einer 
zweiten Versuchsreihe Pankreasdispert (Merck). 

In 64 Versuchen mit Pankreaslipase Witte fand ich eine vollstandige 
Hemmung durch 2°,ige Monojodessigsaure, eine Verminderung auf ein 
Viertel durch 1° ,ige und keine Wirkung durch 0,5° ige. Essigséure allein 
hemmt bereits in 0,66°,iger Lésung ebenso stark wie eine 1 °,ige Monojod 
essigsiiurelésung. Diese geringe Hemmung beruht also auch nur auf Saure- 
wirkung. 

‘In der zweiten Versuchsreihe wurde mit durch Na,CO, neutralisiertet 
Jodessigsaure gearbeitet, und keine Hemmung bis zu 1: 450 (0,22°,) 
gefunden.  Geringere Verdiinnungen von Monojodacetat wurden nicht 
untersucht. 

Wirkung auf Pepsin. 


Methodik. ‘Es wurde sowohl mit der Wettschen Methode, als auch 
mit der Griitznerschen Carmintibrinmethode! gearbeitet. Benutzt wurde 
Pepsinum germanicum. Zu 4eem L°,iger Pepsinlésung in 0,1°, HCl kam 
die entsprechende Giftdosis. Nach 2 bis 12 Stunden im 40° C-Wasserbad 
wurde gepriift. 

In den 32 Versuchen der ersten Versuchsreihe fanden wir keine Hemmung 
bis zu einer Konzentration von 2°,,. 

In einer anderen Versuchsreihe, wobei nur die Carminfibrinmethode 
benutzt wurde, fanden wir eine teilweise Hemmung bei 1: 300 bis 1: 130 


' Siehe P. Rona, Prakt. d. physiol. Chem, 1, 100. 
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(0,33 bis 0,7°,). Eine Kontrollreihe mit Na-Acetat zeigte uns aber, daB 
auch dieses eine eben erkennbare Hemmung bei einer Konzentration von 
1: 200 (0,5°.) gibt. 

Phlorrhizinwirkung. 

In einer Versuchsreihe wurde die Wirkung von Phlorrhizin auf Diastase 
untersucht. Phlorrhizin lést sich in Wasser bis etwa 0,2°,. In dieser ge- 
sittigten Lésung war noch keine Hemmung der Diastasewirkung zu beob- 
achten. 

Ergebnisse. 

Monojodessigsiure hat also in vitro keine hemmende Wirkung 
auf Diastase, Lipase und Pepsin und kann demnach nicht als ein 
allgemeines Enzymgift betrachtet werden. Sie wirkt in Konzentrationen 
von 0,2% bzw. 1:500 noch nicht hemmend (m/100).  Selbst m/50 
und noch héhere Konzentrationen gaben keine vollstandigen Hem- 
mungen. Zum Vergleich sei erwahnt, da die Garungsvorgainge in 
tierischen Zellen durch eine Monojodessigsiurekonzentration von 
m/3000 gehemmt werden. In den Versuchen iiber die Hemmung der 
Glucose- und Fettresorption sind 7 bis 10 mg pro 100g Tier benutzt 
worden, was etwa m 2000 entspricht. 

Von anderen Untersuchungen tiber die Wirkung von Monojodessig- 
siure auf Enzyme in vitro sei erwahnt eine Untersuchung von Lohmann 
(1933)', nach welcher die P-Abspaltung aus Glycerin-Phosphorsiiure, 
Hexose-Monophosphorsiure und Pyrophosphorsiure im  Nierenextrakt 
durch m /500 Monojodessigsaure nicht gehemmt wird, wahrend fiir Phlorrhizin 
Lundsgaard (|. ¢.) eine Hemmung nachweist. Gehemmt wird durch Monojod- 
essigsiure auch Papain, Kathepsin und Arginin®. Mdéglicherweise besteht 
aber ein Unterschied in der Monojodessigsiurewirkung zwischen Versuchen 
in vitro und in vivo. 

Zusammenfassung, 

Diastase, Lipase und Pepsin werden selbst durch 0,2 °,ige Monojod- 
essigsiure nicht gehemmt (m/100). Das sind 20- bis 30mal héhere 
Konzentrationen als jene, welche Garung und selektive Glucose- 
resorption sowie die Fettresorption hemmen. Phlorrhizin hemmt die 
Wirkung von Diastase auch nicht. 


1 K. Lohmann, ebenda 262, 157, 1933; Ber. Physiol. 75, 347. * Siehe 


ie 
hierzu auch E. Maschmann u. E. Helmert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 219, 
99, 1933. 
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Zur Kenntnis der Plasteine. 


Von 
A. W. Blagowestschenski und G. W. Jeremejew. 


(Aus dem Biochemischen <A. Bach-Institut des Volkskommissariats fiir 


Gesundheitswesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 23. Februar 1934.) 


Die Natur der Plasteine schien nach den Arbeiten von Henriques 
und Gjaldbdck (1), Wasteneys und Borsook (2), Rona und Oelkers (3), 
Borsook, Macfadyen und Wasteneys (4), Cuthbertson und Tompsett (5) 
endgiiltig in dem Sinne aufgeklart, daB diese Kérper zweifellos Produkte 
der synthetisierenden Wirkung der proteolytischen Enzyme vorstellen. 
Folley (6) hat aber von neuem gewisse Zweifel an der Richtigkeit dieser 
Deutung des Wesens der Plasteinbildung erweckt. Folley nimmt an, 
daB die Abnahme der freien Aminogruppen, auch wenn sie mit einer 
gleichzeitigen aquivalenten Abnahme des Gehalts an freien Carboxylen 
einhergeht (dies wurde frither als eindeutiger Beweis der synthetischen 
Bildung von Peptidbindungen betrachtet), auf ganz andere Weise ge- 
deutet werden kann, namlich durch die Annahme, da bei fort- 
schreitender Aufspaltung der Proteosen und Peptone gleichzeitig die 
Bildung von cyclischen Anhydriden erfolgt. Die hierbei entstehenden 
Kérper kénnten zugleich ihrer Struktur zufolge bei neutraler Reaktion 
vollstindig unléslich sein. Eine Bestiatigung semer Anschauungen 
erblickt Folley darin, daB die von 7’. Svedberg ausgefiihrten Molekular- 
gewichtsbestimungen an Plasteinen, die Folley unter den gewohnlichen 
Versuchsbedingungen hergestellt hatte, fiir diese Substanzen relativ 
niedrige Molekulargewichte ergaben, die weit unter 1000 lagen und 
wahrscheinlich nicht mehr als einige Hunderte betrugen. Bemerkens- 
werte Resultate wurden auch bei der Untersuchung der Zusammen- 
setzung von aus EiereiweiB hergestellten Plasteinen erhalten. Bei der 
Saurehydrolyse ergab ein solches Plastein einen geringeren Gehalt an 
Amidstickstoff und einen héheren an Monoaminosaurenstickstoff als 
das Eieralbumin, aus dem es hergestellt wurde. Nachdem auch in den 
Versuchen von Cuthbertson und Tompsett eigenartige Unterschiede 
zwischen der Zusammensetzung der Plasteine und der zu ihrer Ge- 
winnung verwendeten Eiweifstoffe zur Beobachtung gelangten (Ab- 
nahme des Gesamtstickstoffs), beschlossen wir einerseits die Kinetik 
des Vorgangs der Plasteinbildung etwas eingehender zu_ verfolgen, 
andererseits die Zusammensetzung von aus verschiedenen Eiweib- 
stoffen hergestellten Plasteinen vergleichend zu untersuchen. 
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In Anlehnung an die Methodik von Cuthbertson und Tompsett, 
sowie von Folley wurde die Bildung der Plasteine auf dreifache Weise 


verfolct: bestimmt wurden die Anderung des Gehalts an freien Carboxy- 


len nach Willstatter, diejenige der Aminogruppen nach van Slyke und 
die der durch 2 °,ige Trichloressigsdure fallbaren Substanzen (Plasteine). 

Als Ausgangsproteine fiir die Darstellung der Plasteine wurden ver- 
wendet: Eieralbumin (Werck), Casein, nach Hammarsten (Kahlbaum) und 
Globulin aus Sonnenblumenkernen, das wir durch Extraktion von ent- 
fettetem Mehl aus den Kernen mit 4°,iger Kochsalzlésung gewonnen 
hatten. 2'/,° ige Lésungen dieser Eiwei®Bstoffe wurden wihrend 6 Tagen 
der Verdauung durch Pepsin bei py 1,7 und 37° iiberlassen; daraufhin 
wurden sie 30 Minuten auf dem kochenden Wasserbad erhitzt, filtriert 
und im Vakuum bei 50° auf !'/,, des urspriinglichen Volumens eingeengt. 
Die eingeengten Hydrolysate stellten dicke, klare, dunkelgelb gefarbte 
Fliissigkeiten vor. Durch Zusatz von Natronlauge wurden sie auf py 4.6 
bis 4,8 gebracht. 

Zur Darstellung der Plasteine wurden zu jedem Hydrolysat 2°, an 
pulverfOrmigem Pepsin zugesetzt. Die Fliissigkeit wurde griindlich durch- 
geschiittelt, Toluol zugesetzt und bei 37° im Thermostaten aufbewahrt. 
Nach 5 Tagen wurde der entstandene Niederschlag abfiltriert, mehrmals 
mit heiBem Chloroformwasser, dann mit absolutem Alkohol und Ather 
gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet. Vom Gesamtstickstoff 
des Hydrolysats waren in das Plastein iibergegangen 

fiir Eieralbumin ....... 27.4°, 
» Sonnenblumenglobulin. . 233% 


si UI Se on Sak OO: GaP ina 22,6% 


Diese Plasteine dienten zur weiteren Untersuchung die durch die 
Hydrolyse geschah, um die Verteilung der einzelnen Fraktionen 
stickstoffhaltiger Verbindungen in den Plasteinen zu erforschen und 
sie mit der Verteilung in den Ausgangsproteinen zu vergleichen. Den 
AnlaB zu einer solchen Untersuchung gaben die Befunde von Cuthbertson 
und TJompsett, aus denen bereits geschlossen werden konnte, daB die 
Plasteine jedenfalls nicht identisch mit den urspriinglichen Eiweif- 
stoffen sind, da sie einen viel geringeren Stickstoffgehalt aufweisen als 
die letzteren. 

Die genannten Autoren geben folgende Gesamt-N-Werte an: 
Eieralbumin . . . « 15,51°%) EiweiB 13,51°,, Plastein 
Serumalbumin . . . . 15,93°% ‘i 13.89% ms 
RMU GS ie es et OO Zo “a 14,41°, ee 


Die von uns erhaltenen Werte haben diese Befunde in vollem 
MaBe bestatigt, wie aus den nachstehenden Resultaten der diesbeziig- 
lichen Untersuchungen zu ersehen ist. 

Eieralbumin , . . 14,46°, EiweiB 12,67°, Plastein 
eM: oe he act Ss ROEM: is 13,85% 55 
Sonnenblumenglobulin 18,57 °, 14,29°, = 


a 





A. W. Blagowestschenski u. G. W. Jeremejew: 


Die Hydrolyse der Plasteine und gleichzeitig der AusgangseiweiB- 
stoffe wurde nach der Methode von van Slyke in der Abanderung von 
Cavett (7) ausgefiihrt. 

0.5 g Plastein, bzw. EiweiB, wurden 36 Stunden mit 10 cem 25°, iger 
Salzsiure am RiickfluBkiihler gekocht. Nach AbschluB der Hydrolyse 
wurde die Salzsiure im Vakuum bei 60 bis 70° abgedampft. Der Riickstand 
wurde mit Wasser versetzt und die Lésung nochmals im Vakuum zum 
dicken Sirup eingeengt. Sodann wurde hierin das Ammoniak durch Vakuum- 
destillation mit Calciumhydroxyd bestimmt. Das Ammoniak wurde in 
25ceem n/25 H,SO, aufgefangen. Nach Abdestillieren des Ammoniaks 
wurde der Kolbeninhalt in ein Zentrifugenglischen gebracht und ab- 
geschleudert. Der Niederschlag nach dem Zentrifugieren wurde in einen 
Kolben iibertragen, in diesem hydrolysiert und mit 5cem H,SO, nach 
Kjeldahl zur Bestimmung des Huminstickstoffs verascht. Die vom Humin- 
niederschlag abzentrifugierte Fliissigkeit wurde mitsamt dem Waschwasser 
in ein 70 cem fassendes Zentrifugenglas gegossen, mit 5 cem konz. Salzsaéure 
und 2,5 g in wenigen ccm hei8en Wassers geléster Phosphorwolframsaure 
versetzt. Das Volumen wurde auf 50cem gebracht und das Glaschen 
1 Stunde auf dem kochenden Wasserbad erhitzt und dann 24 Stunden bei 0° 
stehengelassen. Daraufhin wurde die Lésung mit dem Niederschlag zentri- 
fugiert und auf weitere 24 Stunden in die Kilte gestellt. Dann wurde 
nochmals zentrifugiert, die Fliissigkeit in einen 100-cem-MeBkolben ab- 
gegossen und der Niederschlag mit 5 bis 7 cem kalter 2,5 °,iger Phosphor- 
wolframsaurelésung und mit 10 cem konz. Salzsiure versetzt. Nach Stehen 
in der Kalte und erneutem Zentrifugieren wurde der Niederschlag noch 
einige Male, stets unter Aufriihren mit einem Glasstab, auf dieselbe Weise 
gewaschen. Alle Waschfliissigkeiten wurden zu der Hauptlésung in den 
100-eem-Kolben gegossen. Die Lésung wurde mit 50°,iger Natronlauge 
bis zum <Auftreten eines weifen Niederschlags neutralisiert, der durch 
Zusatz von Eisessig beseitigt wurde. Dann wurde die Lésung auf 100 cem 
aufgefiillt und darin der Gesamtstickstoff nach Ayjeldahl und der Amino- 
stickstoff nach van Slyke bestimmt. Die Phosphorwolframsaurefallung 
wurde in 5 bis 6cem Wasser suspendiert und mit 4 bis 5cem n Natron- 
lauge gelést. Nach Absetzen des ungelésten Anteils wurde die klare Fliissig- 
keit in einen 50-cem-MeBkolben abdekantiert. Diese Prozedur wird bis zur 
moglichst vollstandigen Auflédsung des Niederschlags wiederholt. Die 
Lésung wurde zur Marke aufgefiillt und ihr Gehalt an Cesamtstickstoff 
und der Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt. 


Die unten mitgeteilten Analysenresultate zeigen, daB der A;amoniak- 
stickstoff in den Plasteinen im Vergleich zum urspriinglicaen Eiweif 
etwas erhéht erscheint. Der Stickstoff der Huminsubstanzen_ blieb 
ungeindert beim Plastein aus Sonnenblumenglobulin und nahm etwas 
zu fiir das Eieralbumin. Der Gesamtstickstoff der Monoaminoséuren 
blieb ungeandert fiir Eieralbumin und war etwas erhéht fiir Sonnen- 
blumenglobulin. Der Stickstoff der freien Amino-Gruppen der Mono- 
aminosaurenfraktion war in beiden Plasteinen um 7 bis 8 °,, gegeniiber den 
Ausgangsproteinen erhéht. Noch tiefere Anderungen hatte die Diamino- 
siurefraktion erfahren, wo in beiden Fallen der Gesamt-N-Gehalt 
etwas erniedrigt erscheint (im Plastein aus Sonnenblumenglobulin in 
weit starkerem Mafe als im Plastein aus EKieralbumin): dagegen nimmt 
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der Aminostickstoff zu, so daB im Endresultat das Verhaltnis zwischen 
Gesamt- und Amino-N in der Diaminoséurenfraktion stark gedindert 
erscheint: wahrend dieses Verhaltnis bei den Ausgangsproteinen nahe 
bei 2: 1 liegt (1,82 fiir Eieralbumin und 1,93 fiir Sonnenblumenglobulin), 
sinkt es bei den Plasteinen bis auf 3:2 (1,52 fiir Eieralbumin und 1.56 
fiir Sonnenblumenglobulin). Diese Anderung weist darauf hin, daB bei 
der Resynthese Gruppen, die nicht nach van Slyke reagieren, in viel 
geringerem Mae beteiligt sind als in dem urspriinglichen EKiweiB. Auf 
Kosten welcher individueller Gruppen diese Anderung erfolgt, kann 
in Ermangelung von Untersuchungsergebnissen tiber die Diaminosauren- 
fraktion der EiweiBe und Plasteine nicht beurteilt werden. Die einzigen 
in der Literatur vorliegenden Werte von Folley geben hierfiir keine 
Anhaltspunkte, da bei dem von diesem Forscher untersuchten Plastein 
das Verhaltnis Gesamt-N:Amino-N in der Diaminosaurenfraktion 
keine Abnahme, sondern vielmehr eine gewisse Zunahme erfahren 
hatte: statt 1,68 im EjiereiweiB war es in dem hieraus dargestellten 
Plastein auf 1,87 angestiegen, was durch Zunahme des Gehalts an 
Lysin auf Kosten des Histidins und zum Teil des Arginins erklirt 
werden kénnte. 
Tabelle I. 
Plasteine und die fiir ihre Darstellung verwendeten Eiweib- 
kérper (Prozente vom Gesamtstickstoff.) 





Eieralbumin Sonnenblumenglobulin 

Eiweifi Plastein EiweiB Plastein 
N der Huminsubstanzen ..... 6,0 6.5 6,7 6,6 
WMISTS. ge ee 5,0 5,2 44 5,5 
Gesamt-N der Monoaminosauren. . 60,3 60,4 59.9 61,4 
Amino-N der Monoaminosiuren . . 50,6 54,5 50,8 54,3 
Gesamt-N der Diaminosiuren . . . 26,6 26,; 28,0 25,0 
Amino-N der Diaminoséuren . . . 16,3 17,3 14,5 16,0 


Fir Eieralbumin sowie das aus diesem gewonnene Plastein wurden 
von Folley Werte erhalten, die von den unseren abweichen (Tabelle I1). 


Tabelle LI. 





Folley Unsere Resuitate 
Eiweifi Plastein Fiweil Plastein 

Ammoniak-N .°...... 9,2 4,1 5,0 5,2 
Bumm-N . 0. wk. Par 2.0 \D 6.0 65 
Monoaminosauren-N ... . 67,6 74,9 60,3 60,4 
Diaminosiuren-N...... 22,0 21,0 26,6 26,3 


In den Versuchen von Folley war der Unterschied in der Zusammen- 
setzung zwischen dem Eiwei8 und dem daraus hergestellten Plastein 
viel gréBer als in unseren Versuchen; besonders hervorstehend ist 
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dabei die Abnahme des Ammoniakgehalts und die Zunahme der Mono- 
aminosduren. Der Vergleich der beiden von uns untersuchten Plasteine 
zeigt an, dal} bei der Plasteinbildung eine gewisse Annaherung der 
Eigenschaften der erhaltenen Produkte aneinander erfolgt im Vergleich 
zu den urspriinglichen EiweiBkérpern, die allerdings nicht so stark 
ausgesprochen ist, als daB sie von Bedeutung sein kénnte. 

Die nachste Aufgabe war, den zeitlichen Verlauf der Reaktion der 
Plasteinbildung zu verfolgen und das Mengenverhiltnis des dabei 
gebildeten Plasteins und der in gebundene Form iibergefiihrten freien 
Carboxyle und freien Aminogruppen zu untersuchen.  Bereits die 
ersten 48 Stunden dauernden Versuche zeigten, dali das Mengen- 
verhaltnis der in Bindung gehenden Aminogruppen und Carboxyle 
nahezu | ist und fiir Plasteine bestimmter Herkunft ziemlich konstant 
bleibt: fiir Plastein aus Eieralbumin ist das Verhaltnis kleiner als 1, 
fiir Plastein aus Sonnenblumenglobulin etwas griBer als I. 

Die Versuche wurden derart angestellt, daB je 2g Pepsin zu 20 cem 
Hydrolysat zugesetzt wurden, welches zuvor auf oben beschriebene Weise 
im Vakuum eingeengt worden war. Die Mischung wurde sogleich energisch 
durchgeschiittelt. Sogleich wurde eine 10-cem-Probe entnommen, die mit 
Wasser auf 50cem aufgefiillt und zur Bestimmung des Gesamt-N nach 
Kjeldahl, des Amino-N nach van Slyke, der Carboxyle nach Willstdtter, 
sowie des Rest-N nach Fiallung mit Trichloressigsiure verwendet wurde. 
Oie tibrigen 10 cem wurden mit Toluol versetzt und im verkorkten K6lbchen 
48 Stunden im Thermostaten bei 37° stehengelassen. Sodann wurde der 
Inhalt des Kélbchens gleichfalls mit Wasser auf 50 ccm verdiinnt und die 
gleichen Bestimmungen ausgefiihrt. 

Die Bestimmung des Gesamt-N nach Kjeldahl erfolgte in 5cem der 
Lésung (Doppelbestimmung). Zur Bestimmung des Rest-N wurden 10 ccm 
der Mischung mit 2 cem 20° iger CC]l,COOH-Lésung und 8cem Wasser 
versetzt. Der Niederschlag wurde abfiltriert und in zwei Parallelproben 
von je 5cem, der Stickstoff nach Kjeldahl (Reststickstoff) bestimmt. Die 
Vifferenz zwischen dem Gesamt-N und dem Rest-N ergab den Stickstoff 
des Plateinniederschlags. Zur Carboxylbestimmung nach Willstdtter wurden 


Tabelle III. 


Plasteinausbeuten und Bindung der Carboxyl- und Amino- 
gruppen. 





| aAbnahme| Plastein- Abnahme des Amino-N 





evict Semaine aha “Avshoute und der Carboxyle in N(NH,) 
des Hydrolysats | | Rest-N | in®joden | comn—NaOH | Coo 
mg mg Gesamt-N N(N Ho) —COOH 
: ( 3032 763 | 25,1 785 | 68 || 1,154 
eee a 736 | 68 | 1,082 
globulin =|, 2846 | 309 | 181 607 | 59 | 1,030 
| 3943 982 24.0 9,07 | 11,3 | 0,80 
einai 3986 928 233 871 | 114 | 0,76 
oe | 2294 390 17,0 5,43 6,1 0,90 
2994 330 | 14.3 5.73 6.5 0,89 
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2cem der Lésung in Gegenwart von 20cem Alkohol und | cem 0,5°,iger 
Thymolphthaleinlésung mit n/25 NaOH titriert. Zur Amino-N-Bestimmung 
nach van Slyke wurde die Lésung mit Wasser auf das Doppelte verdiinnt 
und der Stickstoff in 1 cem bestimmt. Die Werte fiir Carboxyl- und Amino- 
gruppen sind auf 100 ccm der urspriinglichen Lésung umgerechnet und 
in Kubikzentimetern normaler Lésung ausgedriickt (Tabelle [11). 

Die in der Tabelle IIT angefiihrten Werte zeigen deutlich den 
EinfluB der Konzentration des Hydrolysats: mit deren Abnahme 
. . . . a . a . . . 
nimmt auch die Plasteinausbeute ab, in vélliger Ubereinstimmung mit 

den Erfahrungen iiber sonstige enzymatische Synthesen. 

Nach demselben Schema wurde auch die Untersuchung der Kinetik 
der Plasteinbildung durchgefiihrt. 

Als Anfangsl6sung wurden 60cem Hydrolysat unter Zusatz von 6 g 
Pepsin verwendet. 10 cem wurden als Anfangsprobe mit Wasser auf 50 cem 
gebracht, die folgenden Proben faBten je 5ccm und wurden aut 25 cem 
verdiinnt. 


Die Resultate sind in Tabelle [V wiedergegeben: 


Tabelle IV. 


Kinetik der Plasteinbildung. 





Abnahme des Amino-N 


Fei M 2a - J : 
Zeit vom Rest-N Plastein- und der Carboxyle in 


— ee oF N(NH,)  —COOH 

= ? 0 4844 0 0 0 — 
setae 1,0 4396 9,25 6,7 84 0,80 
(Gesamt-N’ der 4,0 3836 20,8 8.4 9.0 0,90 
Losung vor Zusatz 12.0 3786 918 96 11.0 0:87 
due Popes 24.0 8740 -22.8 9.4 11.0 0.85 
- 3962 mg) 720 3736 229 94 10,0 0,94 

0 3304 0 0 0 _ 
“ ? 0.5 3150 4,7 2.4 3,0 0,80 
Kieralbumin 10 9996 93 40 40 1/00 
_ verdiinnt 2,0 2940 11,0 4,4 5,0 0,90 
(Gesamt-N vor 40 D884 127 52 60 0:90 
Zusatz des Pepsins 80 9842 14.0 56 70 081 
2368 mg) 120 ©2804. 1 5.6 70 OSI 
24,0 2816 14,8 5,6 6.0 0,93 

n 4012 0 0 0 —s 

Sonnenblumen- 0,5 3780 5.8 2,9 4.0 0,7 
globulin 1,0 3684 8.2 5.0 6.0 0,83 
(Gesamt-N der 2,0 3504 12.6 5,6 6,0 0,92 
Losung vor Zusatz 4.0 3348 16,5 6.4 7,0 0,90 
des Pepsins 8,0 3321 17,2 6.9 7,0 0,98 
3052 mg) 24,0 3304 17.6 7,0 7,0 1,00 
48,0 3314 17,4 7,0 6,0 1,17 





Aus den Versuchsergebnissen geht hervor, daB die Plasteinbildung 
in den ersten 4 bis 5 Stunden nach Zusatz des Pepsins zu den Hydro- 
lyseprodukten bereits praktisch vollendet ist. Dabei besteht eine 
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strenge Parallelitat zwischen der Zunahme der mit Trichloressigsaéure 
fallbaren Stickstoffmengen und der Abnahme der freien Aminogruppen 
und Carboxyle. Dieser Parallelismus la8t die Annahme_ berechtigt 
erscheinen, daB es sich bei der Plasteinbildung tatséchlich um einen 
wirklichen synthetischen ProzeB handelt bei dem die Bindung von 
Amino- und Carboxylgruppen untrennbar mit dem Auftreten von 
Produkten verbunden ist, die durch Trichloressigsiure fallbar sind 
und folglich in dieser Hinsicht den echten EiweiBstoffen nahestehen. 

Leider waren wir der Méglichkeit beraubt, fiir unsere Plasteine 
Molekulargewichtsbestimmungen auszufiihren, wie dies Folley getan 
hat; die von ihm aufgeworfene Frage iiber die Méglichkeit der Bildung 
von bei neutraler Reaktion schwerléslichen cyclischen Verbindungen 
im weiteren Verlauf der Peptonhydrolyse muB daher bis auf weiteres 
offenbleiben. Dennoch sind wir geneigt, bei der Plasteinbildung eine 
tatsichliche Synthese anzunehmen, besonders in Anbetracht dessen, 
daB die Plasteine, wie Cuthbertson und Tompseit gezeigt haben, bei 
pu 1,7 energisch von Pepsin gespalten werden. 

Diese Beobachtungen von Cuthbertson und Tompsett konnten auch 
wir in Versuchen bestatigen, die wegen ihrer iiberzeugenden Eindeutig- 
keit hier vollstandig mitgeteilt werden. 

Zam Versuch wurden 20 cem pepsinverdauten Sonnenblumenglobulins 
bei pu 4,8 mit 2g Pepsin versetzt und darin sogleich der Aminostickstoff 
nach van Slyke bestimmt, der 0,789 g pro 100 cem betrug. Nach 24 Stunden 
war der Amino-N-Gehalt auf 0,696 g pro 100 cem gesunken, d. h. um 12°). 
Die Loésung wurde nun bis auf px 1,5 angesduert und weiter stehengelassen. 
Es wurden folgende Resultate erhalten: 





Zeit nach Beginn 


In g pro 100 cem auf 
der Hydrolyse 


Aminostickstoft urspriingliche Ver- 


im Versuch gefunden 


Std. diinnung umgerechnet 
; 0 0,470 0,696 
2 0,481 0,711 
6 0,516 0,764 
24 0,533 0.789 


Nach 24 Stunden hatte sich demnach der urspriingliche Gehalt der 
Produkte der Pepsinverdauung des Globulins an freien Aminogruppen 
vollstandig wieder hergestellt. Dies beweist die vollstandige Reversibilitat 
der Reaktion und spricht zugleich gegen die skeptischen Bedenken von 
Folley. 

Zusammenfassung. 

1. Bei der Einwirkung von Pepsin auf die Produkte der peptischen 
Verdauung von Casein, Kieralbumin und Glubulin aus Sonnenblumen- 
kernen bei pu 4,6 bis 4,8 entstehen Produkte, die durch Trichloressig- 
sdure fallbar sind und einen verringerten Gehalt an Amino- und Carboxyl- 
gruppen aufweisen. — 2. Die Bildung dieser Produkte (Plasteine) 
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kommt in den ersten 4 bis 5 Stunden der Einwirkung des Pepsins zum 


Abschlu8B. — 3. Die Abnahme der freien Carboayle und Aminogruppen 
erfolgt in aquivalenten Mengen. 4. Die entstehenden Plasteine sind 
stickstoffarmer als die urspriinglichen EiweiBkérper. 5. Die Ver- 


teilung des Stickstoffs auf die verschiedenen Fraktionen erscheint im 
wesentlichen gegeniiber dem AusgangseiweiB ungedndert, jedoch ist 
die Menge freier Aminogruppen sowohl in der Mono- wie in der Diamino- 
siiurenfraktion der Plasteine héher als in den Ausgangsproteinen. 

6. Bei der Einwirkung von Pepsin auf die Plasteine bei py 1,5 erfolgt 
Hydrolyse unter Riickkehr zu dem urspriinglichen Gehalt an freien 
Aminogruppen. — 7. Die Plasteine stellen demnach zweifellos Produkte 
einer reversiblen synthetisierenden Wirkung der _ proteolytischen 
Fermente vor. 
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Mit 2 Abbildungen im Text. 


Unter Lipaimie oder — wie u. a. von Bang (4) als Bezeichnung vor- 
geschlagen — Hyperlipamie verstehen wir den Zustand, bei dem die 


atherléslichen Stoffe des Blutes — die Lipoide —- einer das normale 
Niveau tiberschreitenden Vermehrung unterliegen. 

Dies mag entweder seinen Grund in einer gréBeren, oraler Fettstoff- 
eingabe zu verdankender, physiologischen Steigerung haben, wahrend 
welcher der Lipoidgehalt des Blutes im Laufe einiger Stunden auf ein 
Maximum zunimmt, um danach wiederum auf die normalen Niichtern- 
werte herabzugehen, oder aber in einer pathologischen Steigerung, wo 
der Lipoidgehalt des Blutes lingere Zeit auf einer das normale Niveau 
iibersteigenden Héhe stehen bleibt. 


Klinisch ist die Lipéimie bereits seit langem eine bekannte Er- 
scheinung, welche bei einer Reihe verschiedener Krankheiten, und zwar 
am haufigsten bei schweren Fallen des Diabetes mellitus, sowie bei 
chronischen Nierenleiden auftritt; einer naheren Erforschung auf experi- 
mentellem Wege wurde aber die Lipimie erst zugiinglich gemacht, 
nachdem Boggs und Morris (11), Morawitz und Pratt (32) im Jahre 1909 
ungefahr gleichzeitig mitteilten, daB sie bei Kaninchen diesen Zustand auf 
experimentellem Wege herbeizufiihren vermochten. Die genannten Forscher 
hatten an Kaninchen beobachtet, daB das Plasma bei haufig wiederholten 
kriftigen Aderlassen — gleichzeitig mit dem Eintritt der Anamie — ein 
milthiges Aussehen annahm, was — wie sich aus einer niheren Analyse 
ergab —- einer starken Zunahme sowohl des Cholesterins und des Lecithins 
als insbesondere auch des Neutralfettes zu verdanken war. Morawitz und 
Pratt beobachteten ebenfalls bei Anamie eine ahnliche durch das himolytisch 
wirkende Gift, Phenylhydrazin, hervorgerufene Lipamie. 

Wegen der starken Abnahme des subcutanen Fettgewebes und der 
gleichzeitig auftretenden, erheblichen Verfettung der inneren Organe, 
insbesondere der Leber, betrachteten sie den gesteigerten Lipoidgehalt des 
Blutes als endogenen Ursprungs und hielten die ganze Erscheinung fiir eine 
Fettwanderung. Als denkbare Ursache galt nach ihrer Angabe Stoff- 
wechselstérungen, und zwar entweder wegen des groBen Proteinverlustes 
oder wegen einer ungeniigenden Oxydation. 

Milne (30) hat bei Untersuchungen iiber Blutungsanimien bei Kanin- 
chen konstatiert, daB die Lipamie durchgangig einsetzte, wenn die Erythro- 
cytenmenge auf unter 2 Millionen und der Hamoglobingehalt dement- 
sprechend auf unter 30°, herabgegangen war. AuBerdem war die Animie 
von einem groBen Gewichtsverlust und haufig von erheblicher Fett- 
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infiltration der inneren Organe, insbesondere der Leber, begleitet. Nach 
Ansicht von .Wilne ist die Lipimie einer ungeniigenden Gewebsoxydation 
zu verdanken. 

Gegen diese Theorie sprechen einige kurz danach veréffentlichte Unter- 
suchungen von Bieling (8). Dieser Forscher hat mittels der Methodik von 
Morawitz (33) das Kohlenséurebindungsvermégen des Blutes bei gesunden 
und bei animischen Kaninchen untersucht. Animische Tiere mit einem 
Hamoglobingehalt von 25 bis 29°, wiesen normales Kohlensaéurebindungs- 
vermégen auf, was Sauerstoffmangel ausschlieBen sollte; erst bei einem 
Hamoglobingehalt von weniger als 20°, war ein etwas geringeres 
Kohlensiurebindungsvermégen wahrnehmbar, dessen Ursache in einem 
leichten Sauerstoffmangel zu suchen sein sollte. Im Hinblick auf die Tat- 
sache, da sich alimentére Lipaimie nicht bei gesunden, wohl aber bei 
animischen Kaninchen herbeifiihren laBt, ebenso wie eine bereits bestehende 
anaimische Lipamie durch Fettfiitterung gesteigert wird, meinte Sakai (40), 
daB die Lipaimie einer herabgesetzten Fettabgabe aus dem Blute zu ver- 
danken sei, und hat die Ursache hierfiir in einer Abnahme des Serum- 
lipasengehalts gesucht; der Nachweis der Richtigkeit seiner Vermutung 
ist ihm dann auch mittels der Methode von Rona und Michaelis (37) ge- 
lungen. 

Diese Theorie wurde inzwischen seitens mehrerer Forscher angefochten. 
Edelmann (12) findet zwar eine Herabsetzung der Lipasenwirkung, meint 
aber, daB dieselbe einer Hemmung durch den gesteigerten Cholesterin- 
gehalt zu verdanken und somit der Lipaimie gegeniiber sekundiar sei. Die 
letztere sei vielmehr einer durch den Verlust korpuskulairer und geléster 
Elemente herbeigefiihrten Abschwachung des Assimilationsvermégens der 
Gewebszellen zu verdanken, von welcher der am schwersten verbrennbare 
Nahrungsstoff, das Fett. zuerst betroffen werden soll. Rix und Miiller (36) 
vermochten bei iiber einen langeren Zeitraum sich erstreckenden Versuchen 
iiber alimentaire Lipamie iiberhaupt keine Anderung des Serumlipasen- 
gehalts nachzuweisen. Horiuchi (21) hat bei Blutungsanimie bei Kaninchen 
nachgewiesen, daB sich die Lipaimie bei fetthaltiger Nahrung allerdings 
kraftiger und langer dauernd gestaltet, jedoch auch bei sehr fettarmer 
Nahrung vorkommen kann, weshalb mit einem sowohl exogenen als endogenen 
Ursprung der Lipoide des Blutes gerechnet werden mu. Die héchste 
Steigerung weisen die Fettséuren auf, Cholesterin und Lecithin eine mabigere. 
Die Relation zwischen Cholesterin und Lecithin erfahrt nur eine kleine 
Anderung, immerhin ist der Quotient: Lecithin /Cholesterin meistens etwas 
vermindert. Nach Ansicht des genannten Verfassers kann die Lipimie 
nicht einer Herabsetzung der Lipasenwirkung zu verdanken sein; dagegen 
ware es seiner Ansicht nach denkbar, daB bei den akuten groBen Blut- 
verlusten von einer Gewebsinanition, und bei den wiederholten Aderlassen von 
einer Abschwiichung von Milz, Leber und Lymphdriisen die Rede sein kann, 
welche Organe laut Freudenberg (17), Shibata (43) u. a. fiir den Fettumsatz 
eine besondere Rolle spielen sollen. Bloor (10) gelangt durch Analysen zu 
einigermaBen denselben Ergebnissen wie Horiuchi. Das Neutralfett kann 
teils der Nahrung, teils den Fettdepots des Kérpers entstammen, wogegen 
Cholesterin und Lecithin wahrscheinlich synthetisiert sind. Bloor lehnt 
ebenfalls die Lipasentheorie ab und meint, im Gegensatz zu Sakai, dab 
die Lipamie nicht einer herabgesetzten Fettabgabe aus dem Blute, sondern 
vielmehr einer gréBeren Eingabe in das Blut zu verdanken ist, als es 
normal zu bewaltigen vermag; hierauf deutet u. a. die rasche Abnahme vom 
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Maximum auf Normalwerte, wenn die Aderlasse eingestellt werden. Dieser 
Verfasser halt es fiir denkbar, da8 cellulare Inanition durch Mobilisierung 
der Fettdepots Lipiimie herbeiftihren kann; vielleicht mag die Umwandlung 
des gelben Knochenmarks in rotes auch dadurch eine Rolle spielen, daB 
die frei gesetzte Fettmenge in die Blutbahn gebracht wird. 


Jastrowitz (22) hat Animie und Lipaniie teils durch Aderla®, teils durch 
verschiedene hiamolytische Gifte herbeigefiihrt, ohne iibrigens hierbei 
charakteristische Unterschiede zu beobachten. Seiner Ansicht nach stellt 
die Lipimie bei Blutungsanimie den Ausdruck eines reparatorischen 
Transports dar, welcher insbesondere die eigentlichen Lipoide, weniger 
das Neutralfett betreffen soll. Fishberg und Fishberg (14) (15) konstatieren 
bei Blutungsandimien gleichzeitig mit der Lipaimie eine Abnahme der 
Proteinstoffe, insbesondere des Albumingehalts und meinen aus der erkenn- 
baren Relation zwischen dieser Hypoproteinimie und der Steigerung des 
Lipoidgehalts die SchluBfolgerung ziehen zu diirfen, daB die Lipimie eine 
KompensationsmaBregel seitens des Organismus darstellt, um die Abnahme 
des kolloid-osmotischen Druckes beseitigen zu kénnen. Minoru (31) findet 
bei Blutungsanimien ebenfalls eine Relation zwischen Lipamie und niedrigen 
Albuminwerten und meint ebenfalls, daB von einer zwecks Kompensierung 
des abnehmenden_ kolloid-osmotischen Druckes_ stattfindenden  Fett- 
mobilisierung die Rede ist. Ellermann und Meulengracht (13) sind ebenfalls 
der Ansicht, daB der Proteinverlust fiir die Entstehung der Lipamie eine 
Rolle spielt, da sich erwies, daB eine subecutane Injektion der durch 
die Aderlisse entnommenen Serummenge die Entstehung der Lipamie zu 
verhiiten vermochte. Jiingst hat AKumpf (24) sich dieser Theorie nach 
einigen Kaninchenversuchen angeschlossen, in welchen nachgewiesen wurde, 
daB Lipimie und Odeme in Begleitung von niedrigen Albuminwerten 
vorkommen. Gegen diese Theorie spricht eine Reihe anderer Unter- 
suchungen: Achard und Codounis (2) haben bei lipoider Nephrose und einer 
Reihe anderer Krankheiten die Schwankungen des Serumalbumins und 
der Serumlipoide untersucht, ohne zwischen Hypoproteinamie und Lipamie 
irgendwelche Relation zu finden. Jachtenstein und Epstein (27) haben 
zahlreiche an Nephrose und chronischer Nephritis leidende Patienten 
untersucht und hierbei beobachtet, daB Lipaimie haufig von niedrigen 
Protein- und insbesondere Albuminwerten begleitet ist; dies ist aber bei 
weitem nicht immer der Fall, und zwischen Protein- und Lipoidwerten 
scheint keine nahere Beziehung zu bestehen. Ocstergaard Christensen (46) 
hat eine Anzahl von stark schwankenden Proteinwerten begleiteter 
Fille des Diabetes mellitus untersucht, ohne zwischen Protein- und Lipoid- 
werten irgendwelche sichere Relation zu finden. Hecht-Johansen (19) hat 
allerdings bei Blutungsanimien bei Kaninchen die niedrigsten Serum- 
proteinwerte in Begleitung der héchsten Lipoidwerte gefunden, meint 
aber immerhin, hieraus nicht die SchluBfolgerung ziehen zu diirfen, daB 
die Lipiimie eine KompensationsmaBregel zwecks Aufrechterhaltung des 
kolloid-osmotischen Druckes darstellt. Schmitz und Koch (41) (42) finden 
bei Blutungsanimien eine derart starke Steigerung des Kephalingehalts 
des Serums, daB der Kephalingehalt des Blutes der von Waksmann (45) 
fiir Koagulation optimalen Konzentration annahernd gleichkommt. Als mit- 
wirkende Ursache der Entstehung der Lipimie heben sie auBerdem den 
groBen Fliissigkeitsiibertritt aus dem Gewebe ins Blut hervor. 


Aus obigen Ausfiihrungen geht hervor, daB die Chemie und der 
Verlauf der Lipimie zwar gut erforscht sind, ihre Atiologie aber noch 
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vollig im Dunkeln liegt. Keine der bis jetzt aufgestellten Theorien hat 
einer genaueren Kritik standhalten kénnen. Die hier vorliegenden 
Versuche sollen deshalb im wesentlichen weiteres Material zur Lésung 
dieser Frage herbeischaffen. 


Technik. 


Saimtliche Versuche wurden an ausgewachsenen, mittelgroBen Kanin- 
chen (2,2 bis 3,0 kg) vorgenommen. Die Blutproben wurden einer Ohrvene 
entnommen, und fiir die Analysen wurde in den meisten Fallen Serum, in 
einzelnen Fallen Citrat plasma (3,8 °,, Natriumcitratl6sung im Verhaltnis 1: 9) 
benutzt. Um Verschiebungen der Serumkonzentration zu verhiiten, wurden 
in simtlichen Fallen die Blutkérperchen méglichst schnell vom Serum (oder 
Plasma) getrennt. 

Die sich aus den Plasmaproben ergebenden Lipoidwerte sind durch- 
gingig 5 bis 10°, niedriger als diejenigen der Serumproben; diese relativ 
geringfiigigen Abweichungen spielen indessen fiir die Beurteilung der 
Versuche keine Rolle. 

In den Proben wurden Totallipoidmenge, Totalcholesterinmenge und 
Lipoidphosphormenge bestimmt. 

Die Totallipoidmenge wurde direkt gravimetrisch bestimmt. Fiir die 
Extraktion wurde eine modifizierte bloor-Extraktion (9) mit Alkohol- 
Athermischung (3 Teile 96°,igen Alkohols pro | Teil reinen Athylathers) 
direkt am Serum benutzt, und zwar im Verhaltnis | Teil Serum pro 20 Teile 
Alkohol-Athermischung. Nach dem Vorschlag von Mann und Gildea (28) 
wurde die Extraktion auf einstiindiges Kochen mit RiickfluBkihler ver- 
langert, danach vor Filtration Stehenlassen bis zum nachsten Tag. Durch 
dieses Verfahren soll eine praktisch vollstandige Extraktion siamtlicher 
Lipoide erreichbar sein, wahrend Wann und Gildea bei dem urspriinglichen 
Extraktionsverfahren nach Sloor durch sekundiare Extraktion nachzuweisen 
vermochten, daB 5 bis 31°, der Lipoidmenge im Extrakt tehlen. Nach 
Filtration wird der Alkohol-Atherextrakt bis zur voélligen Trockenheit 
eingedampft und danach wird mit reinem Athylather durch einstiindiges 
Kochen und Stehenlassen bis zum nichsten Tag eine sekundire Extraktion 
dieses Riickstandes vorgenommen. Danach wird direkt in ein kleines 
Wageschiff filtriert, der Ather im Vakuum bei Zimmertemperatur im 
Exsiccator abgedampft und auf der Mikrowaage gewogen. 

In simtlichen Fillen wurden Doppelanalysen vorgenommen, welche 
gute Ubereinstimmung aufwiesen, da die Abweichung vom Mittelwert 
durchschnittlich nur 1'/, bis 2°, maximal ungefihr 5°, betrug. Fitir die 
Einzelanalysen wurden | bis 2. cem Serum (oder Plasma) benutzt. 

Nach dem Wagen werden die Lipoide in Chloroform gelést, was sich 
schnell und vollstandig vollzieht; diese Chloroformlésung wird nunmehr 
in zwei Portionen. geteilt, von welchen die eine fiir die Cholesterin-, die 
andere fiir die Lipoidphosphorbestimmung benutzt wird. 

Die Cholesterinbestimmung wurde auf kolorimetrischem Wege_ vor- 
genommen. und zwar unter Benutzung der Farbreaktion von 7T'schugaew (44) 
[vgl. dazu auch Bernouille (7)}. Bei der Ausfiihrung habe ich die jiingst 
von Milbradt (29) angegebene Technik befolgt. Die Farbe ist ziemlich 
dauerhaft, in Proben und Kontrollésungen die gleiche, und die Doppelwerte 
haben stets gute Ubereinstimmung aufgewiesen. 
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Fiir die Lipoidphosphorbestimmung wird das Chloroform abgedampft. 
wonach nach Neumann (34) (35) mit gleichen Teilen konz. Schwefelséiure 
und konz. Salpetersiiure eine feuchte Veraschung vorgenommen wird. 
Nach annihernder Neutralisation mit NaOH folgt dann die kolorimetrische 
Bestimmung nach Fiske und Subbarow (16). 

Mit den in dieser Weise ermittelten Werten wurden folgende Berech- 
nungen ausgefiihrt : 

Durch Multiplikation des Lipoidphosphorwertes mit 25 ergeben sich 
die Phosphatide als Lecithin berechnet. Durch Subtraktion der Gesamt- 
summe von Totalcholesterin und Lecithin von der Totallipoidmenge ergibt 
sich die Neutralfettmenge. 

In dieser Weise wird allerdings ein Fehler begangen, und zwar einmal 
durch die Ungenauigkeit der Lecithinberechnung, und ferner insbesondere 
dadurch, daB zum Neutralfett in dieser Weise die in den Cholesterinestern 
gebundenen fF ettsiureradikale mitgerechnet werden. Wegen der relativ 
geringtiigigen Menge dieser Ester wird der Fehler jedoch nur unbedeutend 
und wird die Beziehung zwischen Neutralfett, Cholesterin und Lecithin 
nicht wesentlich verschieben kénnen. 

In einer Anzahl Fallen wurden auBerdem Totalproteinbestimmungen 
nach A.C. Andersens (1) Modifikation der Kjeldahl-Methode (23) vor- 
genommen. 

Der Hamoglobingehalt wurde mittels des Hamometers von Hellige 
bestimmt, und zwar derart korrigiert, daB 100°, 13,8 g Hamoglobin pro 
100 cem Blut entsprechen. . 


Normalwerte. 


Samtliche fiir die Versuche benutzten Kaninchen wurden wenigstens 
einige Tage vor Beginn der Versuche auf der im Laboratorium tblichen 
aus Riiben, Hafer und Heu bestehenden Kost gehalten und wo nichts 
Gegenteiliges erwihnt ist, haben sie wahrend der Versuche die gleiche 
Kost bekommen. 

Samtlichen Versuchstieren wurden unmittelbar vor Beginn der Versuche 
zwecks Bestimmung der normalen Lipoidwerte eine oder mehrere Blut- 
proben entnommen. Bei der Entnahme sowohl dieser als der wahrend 
der Versuche selbst entnommenen Proben ist nicht beriicksichtigt worden, 
wann die Tiere zuletzt Nahrung zu sich genommen haben, da es in An- 
betracht der langsamen Passage des Futters durch den Verdauungs- 
kanal der Kaninchen als zwecklos gelten konnte, mit Niichternwerten zu 
rechnen. 

Mit Proben von 54 gesunden Kaninchen konnten mit dieser Technik 
die nachstehenden Normalwerte festgestellt werden. 


Tabelle I. 





Himoglobin ‘Totallipoid Neutralfett Cholesterin | Lecithin 
9/9 mg-°/5 mg-9/o mg-°/9 mg-9/ 


Mittelwert. . 73,8 354,8 206,7 67,12 81,00 


Maximum . 86 586 412 94,9 113,25 
Minimum . 59 253 115 48,1 55,25 
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Die gefundene Totallipoidmenge ist somit derjenigen anderer, ins- 
besondere omnivorer und carnivorer Tiere gegentiber ziemlich geringfiigig. 
Dies gilt insbesondere von den Cholesterin- und Lecithinwerten, welche 
ausgesprochen niedrig sind. 

Die Abweichungen innerhalb der betreffenden Fraktionen, auch 
was Cholesterin und Lecithin betrifft, sind bedeutend, wahrend dagegen 
der Quotient Lecithin /Cholesterin (L/C) bis auf wenige Ausnahmen zwischen 
1,0 und 1,5 liegt und, was jedes einzelne Tier betrifft, innerhalb einer 
Versuchsperiode von 2 bis 3 Wochen praktisch unveréindert bleibt. 


Durch wiederholte Aderldsse hervorgerufene Lipdmie. 

1. Bei einer Gruppe wurden langere Zeit hindurch taglich 18 bis 20 eem 
Blut entnommen, und zwar ungefahr '/; bis !/, der Totalblutmenge ent- 
sprechend. Der Himoglobingehalt nahm als Ausdruck des ausgesprochen 
groBen Erythrocytenrexenerationsvermégens dieser Tiere nur langsam ab, 
und auBerte die Tendenz des Stationarwerdens bei ungefahr 30°,. Ubrigens 
befanden sich die Tiere wihrend der ganzen Versuchsperiode wohl, waren 
lebhaft, fraBen gut und verloren an Gewicht nur wenig. Die Lipamie setzte 
bei diesen Kaninchen erst ziemlich spit im Versuch d.h. nach Verlauf 
von 6 bis 14 Tagen — ein und erreichte nur eine maBige Héhe: 1000 bis 
1500 mg-°., (siehe Tabelle II). 

2. Bei einer anderen Kaninchengruppe wurden ahnliche aber kraftigere 
Animisierungsversuche gemacht, indem die taglichen Aderlasse hier 
36 bis 50cem betrugen, d.h. ungefaihr !/, bis !/, der Gesamtblutmenge 
entsprechend.” Diesé Kaninchen ermiideten schnell, und verloren stark an 


Tabelle ITI. 
Kaninchen Nr. 4 (als Beispiel). Gewicht 2,500 kg. 





Haimoglobin Totallipoid Neutralfett Cholesterin Lecithin 


L/C  Bemerkungen 
*lo mg-°/o mg-°/ mg-9/9 mg-°/5 : 


Datum 


72 310 188 46,6 75,5 1,62 9 Serum klar. 
63 344 241 38,1 65,0 | 1,71 2 . 
58 467 361 39.5 66,5 1.68 mi - 

51 391 242 66,1 83,0 | 1,26 me x 
45 605 433 70,3 101.5 1,44 a - 
45 576 386 87,2 102.8 | 1,18 2 ‘ 
43 712 470 106,7 135,3 1.27 = Opalisierend. 
37 897 566 163,7 167,5 1,02 Ps 

42 583 339 110,4 132,5 | 1,19 Klar. 

43 337 110 97.6 129.3 1,33 ‘ 

47 541 225 151.2 164,5 1,08 . 

41 399 183 101,8 114,5 | 1,12 ‘ 

35 1119 680 202,5 236.0 1,17 | Opalisierend. 
38 643 298 176.3 168.5 0,95 a 

36 1523 1074 197,7 251,8 | 1,28 Milchig. 
34 1084 699 203,4 181.5 0,89 | Opalisierend. 
34 1380 953 215,0 212.3 0,98 Milchig. 
33 1118 692 235.9 190.5 O81 - 

36 1426 938 259.4 228.3 0,88 . 


(Die taglichen Aderlasse betrugen 18 cem bis auf am 14. bis 19. April, 
wo 24 bis 30 cem entnommen wurden.) 
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Gewicht, trotzdem sie durchgangig ziemlich gut fraBen. Der Hamoglobin- 
gehalt fiel rasch und ging schnell auf Werte von 10 bis 15°, hinab. Die 
Lipamie setzte im Laufe von 3 bis 4 Tagen ein und wurde schnell sehr 
hochgradig: 2000 bis 4000 mg-°, (siehe Tabelle III). 

Im ganzen wurden zwo6lf Versuche dieser Art vorgenommen. 


Tabelle IIT. 
Kaninchen Nr. 53b (als Beispiel). Gewicht 3,350 kg. 





Himo- sai we a - Chole- hee ee Total- 
Datum globin | Totallipoid | Neutralfett sterin Lecithin protein 


0/5 |} meg-%/ mg-°/9 mg-°/» mg-9/ 0'5 


61 346 202 59,5 84.8 1,42 6,42 
41 373 232 65,2 75,8 1,16 6,08 
32 352 7 78,3 76,8 0,98 5,48 
29 833 1528 1020 067 5,62 
26 176% 282 273 208,3 0,76 5,35 
21 3173 2 453 309,8 0,68 5,23 
18 4204 2 588 375,0 0,64 5,66 

mae. 21 4564 3566 597 400,8 0,67 5,06 

ee 13 3955 2 660 353,8 0,54 4,74 

XI. 14 3820 2 602 407,0 0,67 4,73 

(Die taglichen Aderlasse betrugen 40 ccm bis auf den 8. November, 
wo 60cem entnommen wurden.) 

Wie aus den Tabellen ersichtlich, ist bei diesen AderlaBversuchen 
der Eintritt der Lipamie einer Steigerung simtlicher drei bestimmten 
Lipoidfraktionen zu verdanken, jedoch mit der MaBgabe, daB die 

I J g 
kraftigste Steigerung auf das Neutralfett und die Cholesterinfraktion 
£ z £ 
entfallt, wahrend der Lecithingehalt erheblich weniger zunimmt. 
Hierdurch ergibt sich eine regelmaBige Verschiebung der Relation 
zwischen Cholesterin und Lecithin, indem der Quotient L/C von der 
normalen Hoéhe 1,0 bis 1,5 auf 0,5 bis 0,8 herabgeht. 

Die Totalproteinwerte weisen wahrend der Aderlisse eine 10 bis 
20°, betragende Abnahme auf, und zwar oft derart, dab die 
niedrigsten Werte die kraftigste Lipaimie begleiten. 

Kine Betrachtung des Verhaltens der Lipamie dem Hamoglobin- 
gehalt gegeniiber zeigt uns, daB die Serumlipoidmenge bei abnelhhmenden 
Hamoglobinwerten zunichst eine ganz normale ist. Die Lipamie 
scheint regelmaBig einzusetzen, wenn der Hamoglobingehalt auf un- 
gefahr 30 bis 35%, d.h. auf ungefahr die Halfte des Normalwertes 
herabgegangen ist. Von da ab nimmt der Serumlipoidgehalt rasch 
zu und scheint nunmehr mit abnehmenden Hamoglobinwerten eine 
steigende Tendenz zu auBern. 

In einigen Fallen wurden die Aderliisse eingestellt, wenn die Lipamie 
einen passenden Grad erreicht hatte, wonach die Schwankungen der 


Serumlipoide wahrend der spontanen Erythrocytenregeneration unter- 


sucht wurden. Der Hamoglobingehalt steigt hierbei gleichmaBig und 
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ziemlich schnell, gleichzeitig nimmt die Serumlipoidmenge zundachst 


schnell, spaterhin etwas langsamer ab, um nach Verlauf von 6 bis 
8 Tagen die Normalwerte zu erreichen, Gleichzeitig damit passiert 
der Hamogiobingehalt 35 bis 40°. 

Wahrend der Abnahme der Lipoidmenge erfolgt der schnellste 
tiickgang beim Neutralfett, waihrend Cholesterin und Lecithin lang- 
samer reagieren, und zwar Lecithin am langsamsten, so daB der 
Quotient L’/C zunimmt und haufig gegen Beendigung der Regeneration 
die Normalwerte iiberschreitet. 

Die Proteinregeneration geht sehr schnell von statten, so da die 
Totalproteinmenge bereits nach Verlauf von 24 oder 48 Stunden normale 
Werte aufweist (siehe Tabelle IV). 

Diese Untersuchungen wurden in vier Fallen vorgenommen. 

Tabelle LV. 


Kaninchen 53b (als Beispiel). 
Gewicht 3,350 kg (vgl. ferner Tabelle III). 











— dlebin Totallipoid Neutralfett G0” Lecithin Bebe 
0! mg-°/o mg-9/5 mg-9/» mg-9 9 0}, 

1. XL 61 346 202 59,5 84,8 1,42 6,42 
10. XI. 14 3820 2811 602 407,0 0,67 4,73 
(Die Aderlisse werden eingestellt.) 

Le. AL. 18 | 3960 2952 624 383.8 0,61 5,03 
12. XI. 23 | 8637 2701 597 338,8 0,57 5,80 
13. XI. 33 1318 923 197,5 197,0 1,00 5,87 
14, XI. 36 1258 909 183,0 165,5 0,90 6,09 
15. XI. 44 666 406 117,5 142.3 1,21 6,27 
16. XI. 48 638 416 94.8 127,0 1,34 6,22 
17. XI. 52 525 347 73,2 | 1043 1,40 6,19 
18. XI. 55 517 363 694 | 843 1.21 6,37 
Tabelle IV (Fortsetzung). 

Kaninchen Nr. 8 (als Beispiel). Gewicht 2,200 kg. 
Pines ao — sr oem —— Lecithin Lic Senianiineniae 
0 mg-°/o mg-°/o mg-°/> mg-?/9 
ot. ¥;. 78 268 136 52.5 793 1.51 Serum klar. 
(Tagliche Aderlasse 30 bis 36 cem.) 
9. VI. 15 2824 1933 470.2 421,0 0,89) pithiv. 
(Aderliasse werden eingestellt.) 

12. VI. 21 1895 1224 376,3 295,3 0,78 || Serum 
14. VI. 27 1396 879 260,6 256.5 | 0,98 || milchig. 
17. VI. 39 856 489 186.6 180.5 | 0,97 | Opalisierend. 
20. VI. || 46 | 333 170 49,2 113.5 | 2,30 Klar. 
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In keinem dieser Faille mit wiederholten kraftigen Aderlassen 
unterblieb die Lipaimie, weshalb wir in Ubereinstimmung mit zahl- 
reichen friiheren Beobachtungen dazu berechtigt sein miissen, die 
Entfernung der betrdchtlichen Blutmengen als Ursache des Eintritts der 
Lipdmie zu erachten. 

Nunmehr war zu prifen, wieweit die Entfernung der korpuskuliren 
Elemente oder aber die Entfernung der sich im Plasma im gelésten 
Zustande befindlichen Stoffe fiir das Entstehen der Lipaimie die aus- 
schlaggebende Rolle spielt — eine Frage, tiber die innerhalb der bis- 
herigen Literatur keine systematischen Untersuchungen verliegen. 


Versuche mit isolierter Entfernung des Plasmas bei konstantem Hdmoglobin- 
gehalt. 

Eine Anzahl Kaninchen wurden taglich zur Ader gelassen. Die Ader- 
laisse sind zum Teil mittelgroB — 24 bis 36cem —, zum Teil kraftig, 40 bis 
50cem. Das Blut wird in Natriumcitrat aufgesammelt, die Blutkérperchen 
abzentrifugiert und zweimal in Ringerlésung ausgewaschen, wonach sie 
in Ringerlésung auf ihr urspriingliches Volumen aufgeschlemmt wieder 
intraven6s injiziert werden. 

Im ganzen wurden neun derartige Versuche vorgenommen. 


Tabelle V. 
Kaninchen Nr. 13. Gewicht 2,400 kg. 





Detnm sees Totallipoid Neutralfett — Lecithin Lic know 
jg mg-°/9 mg-°/o mg-9/, mg-°/> b 90 
7. VIL. 72 429 296 47,6 85,3 1,80 | 5,65 
8. VII. 78 526 383 45,2 97,8 2,17 
10. VII. 74 467 282 93,6 91,3 0,98 
12. VII. 63 450 250 100,8 99,5 0,98 5,08 
15. VII. 67 518 | 281 107.4 | 1293 © 1,21 
17. VIL. 60 | 403 | 204 118,5 80,8 0,69 5,10 


(Die taglichen Aderlasse betrugen 24 bis 36ccm. Plasma fortwihrend klar.) 


Tabelle V (Fortsetzung). 
Kaninchen Nr. 9. Gewicht 3,400 kg. 


28. VI. || 76 363 =| 237 50,1 75,5 1,50 5,64 
29. VI. | 64 385 | 269 49,9 66,3 1,32 
1.VII. || 55 715 462 113,3 140,0 1,24 4.88 
3. VII. 53 602 398 101,0 103,0 1,02 
4.VII. | 52 535 326 109,2 99,7 0,92 
5. VII. || 65 500 351 83,1 66,0 0,79 5,03 


(Die taglichen Aderlisse betrugen 50 ccm bis auf den 29. Juni, wo 
40 ccm entnommen wurden.) 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, lassen sich durch dieses Verfahren 
ungefihr normale Himoglobinwerte aufrechterhalten, wobei gleichzeitig 
ebenso groBe Plasmamengen wie in den einfachen AderlaBversuchen 
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entfernt werden. Im Gegensatz zu diesen finden wir aber hier keine 
Triibung des Plasmas, ebenso geht aus der chemischen Analyse hervor, 
daB die Totallipoidmenge iiber die normalen Grenzen hinaus nur eine 
geringtiigige Zunahme erfihrt, welche zum gréBten Teil einer leichten 
Steigerung des Cholesteringehalts zu verdanken ist, wahrend Neutral- 
fett und Lecithin unverandert bleiben. Hierdurch entsteht eine Abnahme 
des Lecithin Cholesterinquotienten. 

Der Totalproteingehalt geht wie bei den gewéhnlichen Aderlab- 
versuchen um 10 bis 15° herab. 

Umgekehrt unternahm ich einige Versuche mit 


Isolierter Entfernung der Blutkérperchen. 
An einer Anzahl Kaninchen wurden tiglich mittelgroBe Aderlasse, 
20 bis 36cem, vorgenommen; an einigen der Tiere wurde nach Abzentri- 
fugierung der Blutkérperchen die ganze Plasmamenge (in Natriumcitrat 
aufgesammelt), an den iibrigen die ganze Serummenge injiziert. Die 
Injektion erfolgte in einer Ohrvene (siehe Tabelle VI). Im ganzen wurden 
vier derartige Versuche vorgenommen. 


Tabelle VI. 





Kaninchen Nr. 8¢ (als Beispiel einer Plasmainjektion). 
Gewicht 2,200 kg. 
Dati pr Totallipoid | Neutralfett roc Lecithin Lic Ban 
9/9 mg-9/o mg-°/9 mg-9/9 mg-°/9 0/9 

31. V. 78 268 136 52.5 79,3 1,51 4.76 
3. VI. 40 801 571 84,3 145.5 1,71 

5. VI. 21 1868 1313 315,0 239,5 0,76 

6. VI. 23 3001 2089 510,3 401,8 0,78 4,92 
ts Vi. 18 2792 1915 490,2 387,3 0,79 

9. VI. 15 2824 1933 470,2 421.0 0,89 5,03 


(Taglicher AderlaB: 30 bis 36 ccm. 
Tabelle VI (Fortsetzung). 


Reinjektion des Plasmas.) 


Kaninchen Nr. 17 (als Beispiel einer Seruminjektion). 
Gewicht 2,200 kg. 
11. VII. 73 478 319 53,9 104,8 1,93 5,49 
13. VIL. | 32 1181 795 206,2 179,8 0,87 
15. VII. || 921 1575 920 389 265,3 0,68 5,90 
18. VII. 10 1402 890 321 191,0 (),59 
20. VIL. 10 1416 865 348 213,0 0,61 5,48 


(Taglicher AderlaB: 24 bis 


36 cem. 


Reinjektion des Serums.) 





Diese Versuche erweisen eine rasche Abnahme des Haimoglobin- 
gehalts, und nach Verlauf von 3 bis 6 Tagen setzt eine leichte Lipaimie 
ein, welche schnell eine betrachtliche Hohe erreicht. Genau wie bei der 
einfachen AderlaBanimie setzt die Lipimie ein, wenn der Hamoglobin- 
gehalt auf ungefahr 35 bis 40 % herabgegangen ist, ebenso wie die gegen- 


6* 
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seitige Beziehung der verschiedenen Lipoidfraktionen sich von den 

Erscheinungen der ersteren nicht unterscheidet. Die Totalprotein- 

bestimmungen ergeben unveranderte oder schwach steigende Werte. 
AuBer diesen Versuchen untersuchte ich die Wirkung von 


Blutkorpercheninjektionen bzw. Seruminjektionen an Kaninchen mit an- 
dmischer Lipdmie. 

Die Kaninchen wurden durch tigliche Aderlasse anamisch gemacht, 
und wenn die in dieser Weise herbeigefiihrte Lipiimie eine passende Hohe 
erreicht hatte, wurden die eigentlichen Versuche in Angriff genommen, 
indem an zwei verschiedenen Tiergruppen je durch einmalige Totalinjektion 
eine betrachtliche Menge ausgewaschener Blutkérperchen (80 bis 90 cem 
Blut entsprechend) bzw. 40 bis 50 cem Serum intraven6és injiziert wurden. 
Wahrend der darautfolgenden Zeit wurden tiglich Blutproben entnommen, 
wobei man sich auBerdem durch in oben beschriebener Weise erfolgende 
isolierte Entfernung von Blutkérperchen von den mit Serum behandelten 
Tieren bemiihte, ihren Hamoglobingehalt méglichst konstant zu erhalten 
(siehe Tabelle VIL). Im ganzen wurden fiinf Versuche mit Blutkérperchen 
und vier Versuche mit Seruminjektion vorgenommen. 


Tabelle VII. 
Blutkérpercheninjektion an einem lipaimischen Kaninchen. 
Kaninchen Nr. 49 (als Beispiel). Gewicht 2,700 kg. 





Himoglobin  Totallipoid Neutralfett © Cholesterin | Lecithin 


L/C 
mg-9/o mg-°/ mg-/9 | mg-°!>, 


Datum 


95. IX. 412 260 539 | 985 1.82 


(Taglicher AderlaB 32 ccm.) 
20 1975 1361 | 3830 | 284,0 0,86 


(Injektion von Blutkérperchen 80 ccm Blut entsprechend.) 
921 521 191 208,5 
678 285 199 202,5 
333 104 105,7 123,5 
338 184 69,0 84,8 


Tabelle VII (Fortsetzung). 


Seruminjektion an einem lipamischen Kaninchen. 
Kaninchen Nr. 24 (als Beispiel). Gewicht 3,700 kg. 





Total- 


Hiaimo- i. ' . . . re 
Totallipoid | Neutralfett Cholesterin§ Lecithin | 7 1¢ protein 


Datum globin 
*lo mg-%go | mg-/o mg-°/o mg-%/o | mg-9/o 


20. VII. 82 321 205 52.7 62,8 1,19 6,23 
(Taglicher AderlaB 36 bis 48 ccm.) 
26. VIL. 26 1700 1142 341 216.5 0,64 5,39 
(Injektion von 55cem Serum aus einem gesunden Kaninchen.) 
27. VII. 27 1681 1076 327 277,8 0,85 5,67 
29. VII. 34 2261 1421 495 344.5 0,69 5,78 
1. VIII. 28 2000 1310 402 288.5 0,72 5,92 
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Eine Betrachtung dieser Versuche ergibt, daB, wahrend die isolierte 
Entfernung des Plasmas — sogar in erheblichen Mengen praktisch 
genommen keine Verschiebung des Lipoidgehalts des Blutes herbei- 
fiihrt, nach Entfernung der Blutkérperchen eine kennbare Lipamie 
entsteht, welche sowohl quantitativ als qualitativ der durch AderlaB 
herbeigefiihrten véllig entspricht (siehe Abb. 1). 


Genau entsprechend erweisen die Injektionsversuche an den im 
voraus durch AderlaBanaimie lipamisch gemachten Kaninchen, daB die 
Lipimie, nach Ersatz der eingebiiBten léslichen Blutelemente durch 


2500; 





Abb. 1. 
Kurve 1: Neutralfettwerte bei Kaninchen 
Nr. 20 bei tiglichem Aderlafi von 36 ¢em. 
Kurve 2: Neutralfettwerte bei Kaninchen 
Nr. 13 bei tiglichem Aderlafi von 24 bis 
36 cem+Reinjektion eigener Blutkérperchen. 
Kurve 3: Neutralfettwerte bei Kaninchen 


Nr.8 bei taglichem Aderlafi von 30 bis oo 
36 ccm + Reinjektion des eigenen Plasmas. | ] 
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Abb. 2. 
Kurve 1: Neutralfettwerte bei spontaner 
Regeneration nach starker Animie. Durch- 
schnittswerte aus 2 Kaninchen. Kurve 2: 
Neutralfettwerte nach einmaliger grofer 
Injektion von Blutkérperchen an stark 
animischen Kaninchen. Durchschnittswerte 
4 Versuche. Kurve 3: Neutralfettwerte bei 
Kaninchen nach der Herausnahme aus luft- 
verdiinntem Raum, woselbst sie sich so 
lange aufgehalten hatten, dafi Lipimie ent- 
standen war. Durchschnittswerte aus 
2 Kaninchen. 
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Injektion groBer Serummengen bei den niedrigen Hamoglobinwerten 
unverandert fortdauert, wahrend dagegen eine Injektion ausgewaschener 
Blutkérperchen, welche den Hamoglobingehalt wieder auf Normalwert 
steigert, die Lipamie im Laufe von 2 bis 3 Tagen zum Aufhéren bringt, 
d. h. eine entschieden kiirzere Zeit als die bei spontaner Regeneration 
fiir die Wiederabnahme des Blutfettgehalts beanspruchte (siehe Abb. 2). 
Dementsprechend sind wir zu der Feststellung berechtigt, daB die dic 
AderlaBandmie konstant begleitende Lipiimie ausschlieBlich der Ent- 
fernung der korpuskuldren Blutelemente zu verdanken ist. Zu den korpus- 
kularen Elementen miissen in erster Reihe die Erythrocyten gerechnet 
werden, um so mehr, als bei den erwahnten Blutkérpercheninjektions- 
versuchen beinahe ausschlieBlich von einer Injektion derselben die Rede 
sein diirfte, weil die Leukocyten bei der Auswaschung der Blutkérper- 
chen gréBtenteils verloren gehen. Nach dieser Richtung hin deutet 
ebenfalls die Tatsache, daB das Einsetzen und das Abklingen der Lipamie 















86 U. Starup: 


in simtlichen Versuchen bei ungefahr dem gleichen Hamoglobinprozent 
Platz greifen. 

Es liegt nunmehr nahe, Animie durch Hamolyse in der Blutbahn 
hervorzurufen, wodurch eine Zersetzung der Erythrocyten erreicht 
wird, ohne gleichzeitig dem Tiere irgendwelche Substanzen des 
Blutes zu nehmen. Zu diesem Zwecke wurde teils Phenylhydrazin, 
teils intravenése Injektionen destillierten Wassers benutzt. 


Phenylhydrazin andmie. 


Fiir die Versuche wurden ausgewachsene, mittelgroBe Kaninchen 
benutzt, denen taglich in einer 1°,igen wasserigen Lésung 10 mg in 
einzelnen Fallen 20mg — Phenylhydrazin subcutan injiziert wurden. 
Die Kaninchen vertrugen — bis auf einzelne Ausnahmen — diese Injektionen 
sehr gut langere Zeit hindurch und wiesen iiber die starke Aniamie 
hinaus keine Giftwirkungssymptome auf. Der Hamoglobingehalt ging 
rasch, und zwar im Laufe von 3 bis 4 Tagen auf Werte um 10 bis 15°, 
herab. An einzelnen Tagen wurde die Phenylhydrazininjektion unter- 
lassen, wenn der Hamoglobingehalt bedrohlich niedrig zu werden schien 
(siehe Tabelle VIII). Im ganzen wurden drei derartige Versuche vor- 
genommen. 


Tabelle VIII. 


Kaninchen Nr. 29 (als Beispiel). Gewicht 2,300 kg. 





ee ate Totallipoid Neutralfett Cholesterin Lecithin LIC joo 
Jo mg-°/ mg-9/9 mg-°/9 mg-°/9 Oly 
30. VIL. 70 369 222 56,0 905 1,62 | 5,75 
(Taglich 10 mg Phenylhydrazin subcutan.) 
2. EX, 30 905 637 113.5 154,3 1,36 5,65 
S. 0K: 13 3096 2135 516 444.5 0,86 6,03 


S,. ik. 12 4517 3274 717.5 525,0 0,73 6,26 


(Aufhéren der Phenylhydrazininjektionen.) 


‘2. 1x 28 1931 1043 451 437,3 0,99 5,48 
id. EK. 27 1918 1137 447 333,8 0,75 5,38 
14. IX. |) 32 1307 | 827 287,5 192,3 0,62 5,87 


| 
21. IX. 61 404 25 | 838 | 950 113 | 5,46 

Bei dieser Erscheinungsform der Andimie entsteht eine aus- 
gesprochene Lipimie, welche einsetzt, wenn der Hamoglobingehalt 
unter 35 bis 30°, herabgeht. Samtliche Lipoidfraktionen sind an der 
Steigerung beteiligt, und zwar am meisten das Neutralfett; der L C- 
Quotient geht auf unter 1 herab; wir stehen mit anderen Worten einer 
Lipaimie genau desselben Typus wie bei den AderlaBanaimien gegeniiber. 
Der Totalproteingehalt schwankt nur wenig, zeigt ehestens eine steigende 
Tendenz. 

Bei spontaner Regeneration gehen sowohl die Steigerung des 
Hamoglobingehalts, als die Abnahme des Lipoidgehalts des Blutes 
etwas langsamer vonstatten als nach einer Hamorrhagie, was insbesondere 
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beim Cholesterinwert der Fall ist; dieser ist erst nach 10 bis 12 Tagen 
auf Normalwerte herabgegangen. 

Das Phenylhydrazin auBert indessen neben der hamolytischen 
Wirkung auch andere Giftwirkungen, u.a. die Hervorrufung einer 
-arenchymschidigung der Leber, weshalb es wohl denkbar ware, daB 
die Entstehung der Lipaimie hier anderen Faktoren als der Animie 
zu verdanken sein kénnte. Wie bei den AderlaBversuchen habe ich 
deshalb den Einflu8 von Blutkérpercheninjektionen gepriift, einmal 
durch Ersatz der zugrunde gegangenen Blutkérperchen und _ ferner, 
indem ich bei anaimischen Kaninchen durch eine groBe Blutinjektion 
den Haimoglobingehalt auf Normalwerte hinauftrieb. 


Mit Blutkérpercheninjektionen behandelte Phenylhydrazin-anamie. 


Das Phenylhydrazin tritt nach subcutaner Injektion sehr schnell in 
die Blutbahn iiber, wo es bei héheren Tierarten beinahe momentan zerstért 
wird |Lewin (26), Hoppe-Seyler (20)|. Diese Fahigkeit des Organismus 
erméglicht bei Kaninchenversuchen den Ersatz der hamolysierten Blut- 
kérperchen durch eine ganz kurz nach der Phenylhydrazininjektion vor- 
zunehmende Injektion der von einem gesunden Kaninchen stammenden 
Blutkérperchen; das Tier bleibt in dieser Weise nur eine sehr beschrankte 
Zeit ('/, bis 1 Stunde) dem Blutkérperchen- bzw. Hamoglobinmangel 
ausgesetzt. 

Fiir die Versuche wurde die gleiche Phenylhydrazinmenge wie im 


vorhergehenden Versuch benutzt (10 mg taglich subcutan). Ungefahr 
1/, Stunde nach dieser Injektion wurden ausgewaschene Blutkérperchen 
injiziert und zwar ungefaihr ein Viertel der berechneten Blutmenge 


entsprechend —, was erfahrungsmaéig die Menge darstellt, welche bendétigt 
wird, um den Hamoglobingehalt einigermaBen konstant zu erhalten. 

Die Tiere betanden sich wahrend der Versuche wohl und verloren nicht 
an Gewicht. Im ganzen wurden zwei derartige Versuche vorgenommen. 


Tabelle LX. 
Kaninchen Nr. 38. Gewicht 2,400 kg. 





Datum pote Totallipoid | Neutralfett Cholesterin Lecithin Lic Been 
%%o mg-°! 9 mg-°/5 mg-9/9 mg-°/9 } Fn 
22. 1X. 68 465 283 94.4 | 87,8 0.93 5,58 
25. IX. 55 478 318 78,7 81.5 1,05 5,13 
28. IX. 62 474 287 125,7 61.3 0,49 531 
i as 59 594 298 172 123.8 0,72 5,24 
4. X. 70 669 369 180,5 119,3 0,66 5.51 


Wie aus der Tabelle IX ersichtlich, entsteht bei dieser Versuchs- 
anordnung keine Lipimie. Die Totallipoidmenge weist tiber die normalen 
Grenzen hinaus nur eine schwache Zunahme auf, und weder Neutralfett 
noch Lecithin jliegen abnorm hoch, wahrend zweifellos eine leichte 
Hypercholesterinamie vorliegt. 

Die Blutkérpercheninjektion hat also die Entstehung der sonst 
zu erwartenden Lipamie verhiitet. Mit anderen Worten: Die bei Phenyl- 
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hydrazinvergiftung entstehende Lipdmie ist der Andmie gegeniiber sekundidr 
und stellt tatsdchlich cine Funktion derselben dar. 

Ein entsprechendes Ergebnis erwies ein Versuch, wo einem durch 
tagliche subcutane Phenyihydrazininjektionen im Laufe von 11 Tagen 
stark anamisch (17°,, Hgb.) gemachten und kennbare Lipaimie aufweisenden 
Kaninchen ausgewaschene Blutkérperchen (80 cem Blut entsprechend) 
aus einem gesunden Kaninchen injiziert wurden (siehe Tabelle X). 


Tabelle X. Kaninchen Nr. 14. Gewicht 2,600 kg. 





Hamoglobin  Totallipoid Neutralfett Cholesterin Lecithin : 
Datum L/€ 
0/5 mg-9 9 mg-°/ mg-°/5 mg-°/9 
1. WLL: 69 332 202 47.8 82,5 1,72 
(Taglich 10 mg Phenylhydrazin subcutan.) 
18. VII. 17 1345 792 315 237,5 0,75 
(Injektion von Blutkérperchen 80 ccm Blut entsprechend.) 
19. VIL. 56 821 440 251 129.5 0,52 
21. VII. 54 621 366 144,3 111,0 0,77 
23. VIL. 55 427 228 106,7 92,5 0,87 


Wie aus der Tabelle X ersichtlich, ist hier die Abnahme des 
Lipoidgehalts des Blutes gegeniiber der bei spontaner Regeneration 
nach Phenylhydrazinanimie (vgl. Tabelle VIII) bedeutend schneller ; 
das Cholesterin nimmt jedoch auch hier eine Sonderstellung ein, indem 
dasselbe bedeutend linger gesteigert bleibt als die iibrigen Lipoide. 


Durch Injektion destillierten Wassers herbeigefiihrte Andmie. 

Anamie als Folge von Hiamolyse kann auBer durch Blutgifte auch 
hervorgerufen werden durch Injektion destillierten Wassers, und zwar in 
derart groBen Mengen, daB der osmotische Druck des Plasmas bis zur 
oberen Resistenzgrenze der Blutkérperchen herabgesetzt wird. Zu diesem 
Zwecke ist die Injizierung der gesamten Blutmenge des Tieres annahernd 
gheichkommender Wassermengen erforderlich, wobei die Injektion im Laufe 
relativ kurzer Zeit erfolgen muB. Wie sich erwiesen hat, vertrugen die 
Kaninchen, bis auf einige Ausnahmen, langere Zeit hindurch diese taglichen 
Injektionen erstaunlich gut, indem nur einige derselben schlieBlich an Herz- 
parese starben. Die groBen Wassermengen gelangten im Laufe einiger 
Stunden durch die Nieren zur Ausscheidung. 


Tabelle XI. Kaninchen Nr. 35 (als Beispiel). Gewicht 2,700 kg. 





Haimo- Total- 


Datu globin | Totallipoid | Neutralfett Cholesterin Lecithin LIC protein 
%o mg-°/o mg-°/o mg-°/o mg-°/o %o 
15.1X. | 72 554 388 | 78,4 88,0 112 | 5,58 
18. IX. 28 1048 691 | 202.0 154.5 0,77 4.61 
20. IX. 21 2107 1825 | 419 362.8 0,86 4,59 
22. IX. 20 2362 1376 575 410,8 0,71 | 5,46 


Die injizierten Wassermengen betrugen: 100, 150, 150, 175, 200, 150 cem. 
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Der Haimoglobingehalt ging wahrend der Versuche gleichmaBig und 
ziemlich langsam herab (siehe Tabelle X1). Im ganzen wurden fiint derartige 
Versuche vorgenommen. 

Im AnschluB8 an diese Animie entsteht eine Lipamie, welche bei 
einem Hamoglobingehalt von 28 °,, einsetzt, um danach auf betrachtliche 
Werte zu steigen. An der Lipimie sind samtliche Lipoidfraktionen, 
und zwar in genau demselben gegenseitigen Verhaltnis wie bei der 
AderlaBanimie beteiligt. Der Proteingehalt geht zunachst etwas herab, 
um danach — gleichzeitig mit den Maximallipoidwerten wieder aut 
den Ausgangswert zu steigen. 

Als Kontrolle wurden Versuche mit Injektion ebenso groBer Mengen 
einer isotonischen Salzidsung (Ringerlésung) vorgenommen, wobei 
allerdings eine leichte Steigerung der Blutlipoide, und zwar haupt- 
sichlich der Cholesterin- und Lecithinwerte wahrzunchmen war. Diese 
Steigerung ist jedoch offenbar von der groBen nach Injektion destillierten 
Wassers wahrgenommenen Steigerung wesensverschieden. Der Haimo- 
globingehalt nimmt wahrend des Versuchs leicht ab, und die Total- 
proteinwerte schwanken um den Ausgangswert, ohne entschiedene 
Tendenz nach der einen oder der anderen Richtung hin (s. 'Tabelle X11). 


Tabelle XII. 


Kaninchen Nr. 54. Gewicht 2.600 kg. 





Datom ood Totallipoid Neutralfett |Cholesterin| Lecithin LIC Piers 
O/5 mg-° mg-° 9 mg-°/, mg-°/, Ol9 

23, X. 72 485 351 61,7 72,0 1,17 5,85 

26. X. 67 576 415 78,4 82,8 1,05 5,60 

29. X. 61 800 491 178,5 130,0 0,73 6,10 

1. XI. 54 753 483 137,2 133.3 0,97 5,29 


(Injizierte Ringerlésung: 150, 150, 150, 150, 150, 150, 175, 200, 200 cem.) 

Eine Lipimie genau desselben Typus und derselben Gré®enordnung 
wie die bei starkeren Blutungsanimien tbliche begegnet uns also auch 
bei anderen Erscheinungsformen von Andmie bei Kaninchen, was noch 
stirker den mit Bezug auf die AderlaBanaimien im vorhergehenden 
gezogenen SchluB erhartet, daB die niedrige Erythrocytenzahl und 
der niedrige Hamoglobingehalt fiir das Entstehen der Lipamie die aus- 
schlaggebende Rolle spielen. 

Eine nahere Betrachtung der Beziehung zwischen der Lipamie und 
den Hamoglobinwerten ergibt, daB die Blutlipoide innerhalb der 
normalen Werte schwanken, solange der Hamoglobingehalt hoher als 
ungefahr 30 bis 35°, d. h. héher als die Halfte des Normalwertes liegt : 
sobald der Haimoglobingehalt unter diesen Wert herabgeht, setzt eime 
kennbare Steigerung samtlicher Lipoidfraktionen ein. Die Intensitat 
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dieser Lipamie unterliegt groBen individuellen Schwankungen, und 
zwischen ihr und den variierenden niedrigen Hamoglobinwerten be- 
steht nur eine annahernde Relation. 

Der Gedanke liegt nunmehr nahe, daB die durch die niedrigen 
Erythrocyten- und Hamoglobinwerte  herbeigefiihrte Zunahme des 
Blutlipoidgehalts den bei diesen schweren Anamien wahrscheinlich 
bestehenden Sauerstoffmangel zum Ausdrack bringt. Um dies naéher 
zu erlautern, wurden an Kaninchen mit normaler Erythrocytenanzah! 
und normalen Hamoglobinwerten Versuche vorgenommen iiber den 


Lipoidgehalt des Blutes bei herabgesetztem Sauerstoffpartialdruck. 


Der niedrige Sauerstoffdruck wurde aus praktischen Griinden in der 
Weise hergestellt, daB die Kaninchen in eine pneumatische Kammer ein- 
gebracht wurden, woselbst der Totaldruck bei fortdauernder Durchleitung 
gewohnlicher atmospharischer Luft auf 300 bis 360mm Hg herabgesetzt 
wurde, wobei der Partialdruck des Sauerstoffs ungefahr 63 bis 75mm Hg, 
d. h. etwas unter die Halfte der Normalitaét betrug. Rosin (38) (39), Lauben- 
der (25) u.a. haben bei derartigen Versuchen von starker Fettanhaiufung 
begleitete parenchymatése Degenerationen der inneren Organe vorgefunden, 
und nach Angabe von Rosin kommen entsprechende Veranderungen eben- 
falls bei Versuchen mit niedrigem Sauerstoffpartialdruck unter gewohnlichem 
atmospharischem Druck vor, weshalb diese Verinderungen dem relativen 
Sauerstoffmangel zu verdanken sein miissen. Griffel (18) hat bei ahnlichen 
Versuchen eine starke Zunahme des Cholesterin- und Fettgehalts des Blutes 
beobachtet, welche seiner Ansicht nach den an den Organismus unter 
diesen Umstanden gestellten groBen Anspriichen zu verdanken ist, wobei 


Tabelle XIII. 
Kaninchen Nr. 50 (als Beispiel). Gewicht 2,280 kg. 





Himo- _,, aE a ‘ mS Total- 

en eiabia Totallipoid Neutralfett Cholesterin Lecithin LIC protein 
0/9 mg-°/9 mg-°/9 mg-9/9 mg-9/> Oy 

28. IX. 70 351 199 63,4 | 883 1,39 5,55 


(Das Kaninchen wird in die pneumatische Kammer eingebracht. 


Druck: 340mm Hg.) 


30. IX. 81 2069 1395 423 | 251,83 0,59 5,83 
2. X. 84 1858 1253 354 | 250,5 0,71 5,81 
D. Xx. 87 2465 1509 609 | 347,0 0,57 - 
tie: s 85 2795 1916 551 | 28,0 0,60 6,02 
2. Xx: 92 8179 20385 665 478.8 0,72 6,58 
16. X. 97 3877 2725 637 | 6150 | 0,81 — 
(Das Kaninchen wird hiernach unter gewohnlichen Atmospharendruck gebracht.) 

A7.. me 78 2617 1837 437 342.5 0,78 | 

is. os. 80 1051 755 152,5 143,0 0,94 

19. X. 76 705 484 137,2 86,0 0,63 | 

O0:- x: 73 540 342 135,0 63,0 0,47 


Die Hamoglobinwerte waren in samtlichen dieser Versuche allmahlich 
steigend, und zwar um 15 bis 40%. 
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jedoch noch die Leberschadigung und der Glykogenschwund besonders 
beriicksichtigt werden miissen. 

Im ganzen wurden vier Versuche bei dieser Versuchsanordnung vor- 
genommen, wahrend welcher die Tiere den Aufenthalt in der pneumatischen 
Kammer gut vertrugen. Sie wurden wahrend der Versuchsperiode mit 
Riiben getiittert. Jeden zweiten bis dritten Tag wurden sie behufs Blut- 
probeentnahme herausgenommen; der Aufenthalt unter Normaldruck 
dauerte so kurz wie nur méglich, und die Tiere wurden von den durch das 
Einbringen und die Herausnahme verursachten Druckanderungen, soweit 
ersichtlich, nur wenig beeinfluBt (siehe Tabelle XIL1). 

In simtlichen Fallen entstand bereits nach den ersten 2 bis 3 Tagen 
eine kiaftige Lipaimie, welche sich wahrend der Versuche fort- 
schreitend steigerte. An der Lipamie waren saémtliche untersuchte 
Lipoidfraktionen beteiligt, und zwar in genau demselben gegenseitigen 
Verhaltnis wie bei den anaémischen Lipémien. 

In den Fallen, wo die Kaninchen nach beendetem Aufenthalt im 
luftverdiinnten Raum wieder unter gewohnlichen atmospharischen 
Druck gebracht wurden, nimmt die Blutlipoidmenge rasch ab, um 
im Laufe weniger Tage beinahe normale Werte zu erreichen, jedoch 
mit der MaBgabe, daB das Cholesterin noch einige Tage leicht gesteigerte 
Werte aufweist. Ein Vergleich dieser Abnahme mit der bei anémischen 
Kaninchen sowohl bei spontaner Regeneration als nach Blutkérperchen- 
injektion eintretenden Lipoidabnahme ergibt eine ziemlich genaue 
CUbhereinstimmung mit der im letzteren Falle stattfindenden (s. Abb. 2). 

Aus diesen Luftverdiinnungsversuchen geht also hervor, daB 
sich die gleichen Veranderungen der Blutlipoide ergeben, wenn Kanin- 
chen einem starken Sauerstoffmangel ausgesetzt werden, wie bei den 
verschiedenen Erscheinungsformen von Anaimie, was noch stiarker 
die Annahme bestatigt, daB die andimische Lipdmie dem von den niedrigen 
Hémoglobinwerten verursachten Sauerstoffmangel zu verdanken ist. 


Zusammenfassung. 

An Kaninchen werden die Normalwerte des Neutralfettgehalts, 
des Totalcholesteringehalts und des Lecithingehalts festgestellt und 
die Schwankungen dieser Lipoidwerte bei AderlaBanimien bzw. bei 
spontaner Regeneration nach diesen untersucht. 

Durch isolierte Entfernung von Blutkérperchen bzw. von Blut- 
plasma sowie durch Behandlung der AderlaBandmien mit intravendsen 
Injektionen von ausgewaschenen Blutkorperchen bzw. von Plasma 
oder Serum wird nachgewiesen, daB die AderlaBlipamie der Entfernung 
der korpuskuliren Blutelemente zu verdanken ist, wahrend dagegen 
der Plasmaverlust in dieser Beziehung keine Rolle spielt. 

Bei den durch subcutane Phenylhydrazininjektionen oder durch 
intravenése Injektionen destillierten Wassern herbeigefiihrten Andmien 
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entsteht eine Lipamie genau desselben Typus wie bei der AderlaB- 
anamie, von welcher deshalb angenommen werden mu, daB sie ebenso 
wie diese der Herabsetzung der Erythrocytenanzahl und dem niedrigen 
Hamoglobingehalt zu verdanken ist. 


SchlieBlich wird bei Sauerstoffmangel ausgesetzten Kaninchen und 
normalen Hamoglobinwerten eine ganz ahnliche Lipaimie beobachtet, 
weshalb angenommen werden mu, daB die Entstehung der die ver- 
schiedenen Erscheinungsformen von Anadmie begleitenden Lipimie dem 
durch die niedrigen Hamoglobinwerten verursachten Sauerstoffmange! 


zu verdanken ist. 
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Retikuloendotheliales System und Stoffwechsel. 
Von 
Theodor Leipert. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 28, Februar 1954.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Wiederholt sind Versuche unternommen worden, Teilvorginge 
des Stoffwechsels dem retikuloendothelialen System (RES.) zuzuordnen, 
durchzieht doch ein feines Netz seiner Zellen im Endothel der Pfort- 
aderkapillaren die Leber, das Zentralorgan des gesamten Stoffwechsels, 
dem an vielseitiger chemischer Funktion kein anderes Organ gleich 
kommt. Den AnstoB zu diesen Stoffwechseluntersuchungen gaben 
Lepehne (1) und Eppinger (2), die dem intakten RES. eine wesentliche 
Bedeutung bei der Bilirubinbildung zuschrieben. Diese Ansicht blieb 
nicht unwidersprochen und die Frage ist bis heute nicht geklart. 


Die Methodik der Untersuchungen ist stets die gleiche. Mit einer 
speicherungsfahigen Substanz werden die Zellen des RES. .,blockiert*. 
Nach der mechanistischen Anschauung (Lepehne, Eppinger) sind diese 
Zellen angefiillt mit einer fremden Substanz, infolgedessen zur Speicherung 
eines anderen Stoffes nicht mehr fahig. Andere Autoren | Paschkis (3)| 
sprechen von einer Vergiftung der Zelle, wobei es dahingestellt bleibt, ob 
die Substanz einen chemischen oder physikalischen, oder einen anderen 
bis Jetzt nicht naher zu bezeichnenden Reiz ausiibt, der die Zelle auBer 
Stand setzt, ihre normale Funktion zu erfiillen. 


Die Moéglichkeit einer absoluten Blockade, einer vollstandigen Aus- 
schaltung des RES. wird von der Mehrzahl der Untersucher abgelehnt. 
Wir verfiigen iiber keine eindeutige Probe, die Vollstandigkeit einer Speiche- 
rung zu tiberpriifen. Gegen die Methode von Adler- Reimann, die aus dem 
raschen oder langsamen Verschwinden des injizierten Kongorots aus der 
Blutbahn Riickschliisse auf die Speicherungsfahigkeit des RES. zieht, 
werden berechtigte Einwande erhoben |Heilmeyer (4), Victor (5), Muta (6))}. 
Die einzelnen Zellgruppen des RES. sind weitgehend differenziert (7) (3). 
Ist ein Teil davon mit speicherungsfahiger Substanz angefiillt, so besteht 
doch die Méglichkeit, daB andere Teile wenig oder gar nicht blockiert werden 
und den ausgeschalteten Teil funktionell vertreten kénnen. Dafiir sprechen 
die Kompensationswucherungen der Kupferzellen, die nach Splenektomie 
bei verschiedenen Tierarten beobachtet wurden [S. Ch. Henn (9), Nischi- 
kawa (10), Seifert (11)]. Aber auch die Speicherung mit Kolloiden diirfte 
zu kompensatorischen Reizwucherungen fiihren, ..die gegebenenfalls eine 
effektive Blockade illusorisch machen‘ [ Rosenthal (12)}. Unter diesen Um- 
stinden kénnte selbst eine protrahierte Speicherung mit der Regeneration 
der RE.-Elemente nicht Schritt halten. 
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Bei diesem Stande der Blockadefrage kiénnen wir niemals nach 
Blockade den vollstindigen Ausfall einer dem RES. etwa zukommenden 
Funktion erwarten, sondern nur eine mehr oder minder ausgepragte 
Hemmung derselben. Soll jedoch der Befund eindeutig sein, dann mu 
zur Speicherung ein Kolloid verwendet werden, das wohl die Funktion 
des RES. zu hemmen vermag, ohne jedoch ein anderes Organ in seiner 
Funktion zu schadigen. Gerade die Nichtbeachtung des Unterschieds 
reine Blockadewirkung oder spezifische Giftwirkung — erklart die Fiille 
zum Teil sich widersprechender Einzelbeobachtungen. Den geforderten An- 
spriichen scheint das 25 °,ige Thoriundioxydsol ,,Vhorotrast: zu geniigen. 


Ks unterscheidet sich im Speicherungsmechanismus nicht wesenttich 
von den anderen Blockadesubstanzen [ Biichner (13), Ravenna (14)]. Uber 
die quantitativen Verhaltnisse seiner Lokalisation im Organismus sind 
wir unterrichtet [Leipert (15)]. Von allen bekannten Blockademitteln unter- 
scheidet es sich jedoch durch die Hartnackigkeit, mit der es im Organismus 
zurtickgehalten wird. Wahrend jahrelanger Beobachtung lieB sich auch nicht 
die Spur einer Ausscheidung feststellen [Naegelé (16), Letpert (15)]. Histo- 
logisch ergibt sich nach Anders und Leitner (17) ein merkwiirdiges Bild. 
Die absterbenden Zellen geben die eingelagerten Thoriummassen zunachst 
frei. Dieselben bleiben liegen, bis sie von den sich regenerierenden Zellen 
wieder aufgenommen werden. Es kommt so zu einem ..circulus vitiosus‘‘. 
Die Thoriummassen liegen als zylindrische’Ausgiisse in den Kapillaren und 
kénnen hier Fremdkérperwirkungen entfalten. Eine chemische Wirkung 
ist bei der bekannten Unldéslichkeit des ThO, recht unwahrscheinlich. Eine 
physikalische Wirkung durch die radioaktive Strahlung mu8 in Betracht 
gezogen werden, obwohl sie erst als Spatschadigung nachweisbar werden 
kann. Aus diesen Griinden wird auch das Thoriumdioxyd in groBen Dosen 
reizlos vertragen und die gespeicherten Organe sehen normal aus (Naegelt, 
Anders, Ravenna). 





Wir besitzen im Thoriumdioxyd einen Stoff, der einerseits nur 
eine minimale Reizwirkung entfaltet, andererseits aber, gleichsam 
durch automatische Blockade, die Regeneration des RES. kompensiert 
und damit ein Maximum der Blockade zu gewahrleisten scheint. 

Wir stellten uns die Fragen: 

Steht das RES. zu den Grundtypen des Stoffwechsels, Purin-, 
EiweiB-, Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel in irgendeiner Beziehung ? 

Gelingt es, durch Thorotrastblockade den normalen Ablauf der 
erwihnten Stoffwechselformen in irgendeiner Weise zu beeinflussen ? 

K6énnen wir die Blockadewirkung als Oxydationsstérung auffassen 
[Held (18)] und laBt sich ein Zusammenhang zwischen RES. und oxy- 
dativem Abbau realisieren ? 


Retikuloendotheliales System und Purinstoffweehsel. 


(Mitbearbeitet von EF. Leberl und O. Watzlawek.) 


Es lag nahe, zunachst den EinfluB der Blockade des RES. auf den 
Purinstoffwechsel zu untersuchen. Das Eindringen eines Fremdkérpers 
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in kernreiche Organe konnte fiir die Zellmauserung den endogenen 
Purinstoffwechsel —- nicht gleichgiiltig sein. Aber auch eine Beein- 


flussung des exogenen Purinstoffwechsels, insbesondere die Wirkung 
auf das Fermentsystem Desamidase - Xanthinoxydase —- Uricooxy- 
dase, muBte in Betracht gezogen werden. 4 


Klein und Levinson (19) hatten festgestellt, daB bei normalen und durch 
Tuscheinjektion behandelten Hunden injizierte Harnsaéiure gleich schnell 
aus der Blutbahn verschwand. Sie schlossen daraus, daB das RES. beim 
Hunde nicht der Sitz der Uricolyse sei und schrieben den Harnséureanstieg 
im Blute nach der Blockade einer vermehrten Harnsiureproduktion in der 
Leber auf Grund eines durch die Blockade gesetzten Reizes zu. 


Methodik. 


Zwei Kaninchen wurden mit Hafer und Karotten purinfrei ernahrt 
und ihr unter Toluol gesammelter Harn in zweitigigen Portionen auf 
Allantoin- und Purin-N-Ausscheidung untersucht. Zur Purinbestimmung 
diente die doppelte Kupfer-Bisulfitfallung nach Arager-Schmidt, zur Allan- 
toinbestimmung die kolorimetrische Methode von Larson (20). Der endogene 
Purinwert wurde in einer Woche erreicht. Wir iiberzeugten uns vom 
normalen Ablauf des Purinstoffwechsels, indem wir beiden Tieren je 0,25 ¢ 
Harnsaure injizierten (0,5 g U, 1 g Piperazin, 30 cem H,O). Die Ausscheidung 
erfolgte nach Tabelle I in ganz normaler Weise: Starker Anstieg des Allan- 
toinwertes, maBiger Anstieg des Purin-N-Wertes und Absinken zum endo- 
genen Wert. 

Tabelle LI. 








Tier Nr. 1 Tier Nr. 2 
Datum  Harnmenge Purin-N | Allantoin “Harnmenge ~~ Purin-N Allantoin 

ecm g g eem g g 

10. IV. 480 0,0032 0,200 360 0,0031 0,121 
+ 0,25 g¢ Harnsaure + 0,25 g Harnsaure 

11. IV. 0 — — 0 - - 
13. IV. 467 0,0043 0,321 174 0,0059 0,251 
15. IV. 406 0,0048 0,226 260 0,0034 0,207 
17. IV. 440 0,0032 0,226 160 0,0035 0,135 


Am 22. April erhalt Tier Nr. 1 10cem Thorotrast. Der endogene 
Purinstoffwechsel reagiert darauf wie folgt: 


Tabelle II. 








a Harnmenge Purin-N  Allantoin Sesion Harnmenge Purin-N = Allantoin 
eem g g ecm g g 

22. IV. 568 0,0021 0,204 4. V. 295 0,0025 0,069 
+ 10cem Thorotrast 6. V. 415 0,0106 0,147 

24. IV. 410 0,0067 0,588 a Ve 495 0,0088 0,094 
26. IV. 360 0,0063 0,423 10. V. 470 0,0053 0,073 
28. IV. 150 0,0019 0,040 12. V. 470 0,0051 0,062 
30. IV. 268 0,0022 0,072 15. V. 755 0,0033 0,057 
a NY: 314 0,0022 0,090 a7. ¥. 380 0,0044 0,113 
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Das Steigen und Fallen der Allantoinwerte wiederholt sich weiterhin 
regelmaBig, so daB auf eine Wiedergabe der Versuchsdaten verzichtet 
werden kann. Auch die Purinausscheidung steigt nochmals plétzlich an, 
um dann wieder abzusinken. Erst 1'/, Monate nach der Thorotrast- 
injektion wird der endogene Anfangswert des Allantoins wieder érreicht, 
iiberschritten und bleibt von nun an mit einer Allantoinausscheidung 
von 0,207 bis 0,411 g fiir die zweitagige Untersuchungsperiode erhoht. 
Parallel damit geht auch eine Erhéhung der Purin-N-Ausscheidung (0,0064 
bis 0,0094 ¢ fiir 2 Tage). 

Tier Nr. 2 scheidet vom 9. bis 10. Juni 0,118 g Allantoin und 0,0026 g 
Purin-N aus, Werte, die praktisch mit den endogenen Werten zu Beginn 
des Versuchs in Tabelle I iibereinstimmen. 

Tier Nr. 2 erhielt nun am 10. Juni ebenfalls 10 cem Thorotrast; auch 
hier dasselbe Bild (Tabelle III): Anstieg der Allantoinwerte, jaher Abfall 
und Wiederanstieg tiber den endogenen Wert. 


Tabelle III. 





Harnmenge Purin-N Allantoin 


ecm g g 


0,0026 0,118 
+ 10cem Thorotrast 

0,0065 

0,0049 

0,0068 

0.0012 

0,0058 


Datum 


10. VL. 218 


0,377 
0,296 
0,245 
0,061 
0,288 


12. VI. 186 
14. VI. 140 
16. VI. 250 
18. VI. 205 
20. VI. 245 


Um eine allfallige Beeinflussung des Fermentsystems zu zeigen, wurden 
Belastungsversuche mit Purinen unternommen. 

EinfluB auf die Uricolyse (Tabelle [V). Beide Tiere erhalten am 20. Juni 
je 0,25 g¢ Harnséiure intravenés. Tier Nr. 1 befindet sich 2 Monate nach 
der Thorotrastinjektion im Stadium einer vermehrten Allantoinausscheidung, 
Tier Nr. 2 10 Tage nach der Speicherung, kurz nach der ersten plétzlichen 
Verminderung der Allantoinausscheidung. 


Tabelle IV. 





Tier Nr.1 


Purin-N 


Tier Nr. 2 
Harnmenge Purin-N Allantoin 
ecm g | g 


245 0,0058 0,288 
+ 0,25 ¢ Harnsaure 


Datum —Harnmenge Allantoin 


ecm g g 


155 0,0064 0,207 
+ 0,25 g Harnsaure 


20. VI. 


22. 
24. 
26. 
28. 
30. 


102 
174 
240 
500 
470 


0,0043 
0,0052 
0,0018 
0,0099 
0,0066 


0,392 
0,346 
0,446 
0,206 
0,164 


0,0052 
0,0113 
0,0054 
0,0017 
0,0041 


EinfluB auf Desamidase und Xanthinoxydase (Tabelle V). 
erhalten am 4. Juli je 0,4 g tertiaéres, guanylsaures Natrium, das wir nach 
Steudels Natriumacetatmethode hergestellt hatten. 


0,542 
0,322 
0,296 
0,195 
0,075 


Beide Tiere 
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Tabelle V. 





Tier Nr. 1 Tier Nr. 2 


Datum Harnmenge Purin-N Allantoin Harnmenge Purin-N Allantoin 
ecm g g eem g g 


255 0,0018 0,193 105 0,004 1 0,181 
+ 0,4g guanylsaures Na + 0, guanylsaures Na 
0,0037 0,267 125 0,0050 0,303 
0,0020 0,094 6 0.0010 (0,224 
0,0017 0,311 0,0011 0,146 
0,0014 0,261 0,0010 0,117 
0,0017 0,230 rer ae 


Ergebnisse. 


Wie aus den Tabellen LT und III hervorgeht, hat die Blockade eine 
Stérung des endogenen Purinstoffwechsels zur Folge. Die Tiere reagieren 
sofort mit einer vermehrten Ausscheidung der Purinkérper. Die endogene 
Allantoinquote erhéht sich auf das Zwei- bis Dreifache, wahrend die 
Erhéhung des ohnehin geringen Purin-N nicht besonders ins Gewicht 
fallt. Auffallig erscheint das plétzliche Absinken der Allantoinaus- 
scheidung, dem kurz darauf stoBweise eine vermehrte Purin-N-Aus- 
scheidung folgt. Der Gedanke an eine Oxydationshemmung liegt nahe. 
Uberblicken wir den Abbau der Nucleinsiure-Purinbasen zum End- 
produkt Allantoin 


Adenin —» Hypoxanthin 
Guanin — Xanthin Xanthinoxydase 


Harnsiure 
Uricooxydase 

Allantoin 
so kann eine Oxydationsstérung als Hemmung der Uricolyse offenbar 
werden. Sie kann sich jedoch auch in einer Stérung der Xanthin- 
oxydase auswirken. Aufschlu8 dariiber geben die Belastungsversuche 
(Tabelle [V und V). Beide Tiere bauen auch nach der Blockade injizierte 
Harnsaure in der gleichen Weise ab wie vorher. Allantoin wird reichlich 
ausgeschieden, wahrend der Purin-N maBig erhéht ist. Von einer 
Stérung der Uricolyse durch Thorotrastspeicherung kann keine Rede 
sein. Doch auch der Abbau der Guanylsaure vollzieht sich in gewohnter 
Weise. Wir vermissen auch hier eine iiber die Norm erhéhte Purin-N- 


Ausscheidung, die fiir eine Hemmung der Xanthinoxydase sprechen 


wirde. 
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Kin klares Bild gibt die Purinbilanz auf Grund der Tabelle I1: 
Allantoinausscheidung in 25 Tagen (23. April bis 
17. Mai). SERN Te ne RG ae eM eh ea 
Allantoinausscheidung ohne Blockade etwa 0.200 
OTD esis, oe GORE! te. te Geb: De an ay ae, by a 
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daher ein Minus an Allantoin von. ....... 0,72g = 
der als Purin-N zum Vorschein kommen miiBte. 
Demgegeniiber steht eine 


Purin-N-Ausscheidung von 0.05938 g 


Purin-N-Ausscheidung ohne Blockade etwa 0,0080.12.5 . . 0.0375 ¢ 


daher nur ein Plus an Purin-N von. ......2.. 0.0218 g, 
etwa ein Zehntel der erwarteten Menge. 


Wir verfolgten schlieBlich die Wirkung der Thorotrastspeicherung 
— 4 
noch durch Bestimmung des Ox ydationsquotienten, des Verhaltnisses Gesemat-N 
Vakat-O 
im Harn unserer Tiere (21). Vakatsauerstoff ist nach Miller (22) diejenige 
Sauerstoffmenge, die eine organische Substanz theoretisch aufnehmen 
miiBte, um vollstandig im Tierkérper zu Kohlendioxyd, Wasser und Harn- 
stoff abgebaut zu werden. Je vollstaindiger der oxydative Abbau erfolgt, 
desto weniger Vakatsauerstoft ist nétig, desto gréBer wird der Oxydations- 
quotient. Darum stellt auch das Allantoin mit dem Quotienten 1,751 ein 
besser ausgenutztes Endprodukt des Purinstoffwechsels dar, als die Harn- 
siure mit dem Quotienten 1,167. Es ist einleuchtend, daB eine St6rung im 
endogenen Purinstoffwechsel, die nicht auf einer Gesamtverminderung der 
Purink6érperausscheidung, sondern auf einer verminderten  Allantoin- 
ausscheidung zugunsten der Harnsaéure beruht. im Absinken des Oxydations- 
quotienten zum Ausdruck kommen miiBte. Das trat in unserem Falle 
nicht ein. Der Oxydationsquotient schwankte bei den Tieren um einen 
recht konstanten Mittelwert von 0,400, den auch die Thorotrastspeicherung 
nicht wesentlich verénderte. 


r 


Auf Grund dieser Ergebnisse miissen wir die Stérung des endogenen 
‘Purinstoffwechsels nach Thorotrastblockade des RES. einer Reizwirkung 
zuschreiben. Die Thoriumdioxydeinlagerung verursacht einen aus- 
gedehnten Kernzerfall und damit zunichst vermehrte Allantoinaus- 
scheidung. Das plétzliche Absinken der Allantoinausscheidung, unter- 
brochen von fluktuierenden Anstiegsversuchen, kann médglicherweise 
in den der Blockade sofort folgenden Zellregenerationen und Repara- 
tionen begriindet sein. Hine mdapige Steigerung erfahrt der Purin-N. 
Sie vermag den durch die Allantoinverminderung bedingten Ausfall 
nicht zu decken. 

Uber die eigentliche Ursache des Reizes. der zur primaren Allantoin- 
vermehrung fiihrt, kénnen wir naturgemi8 nur Vermutungen hegen. 
Vielleicht handelt es sich um eine bloBe Fremdkérperwirkung. Vielleicht 
aber wirkt die Radioaktivitaét des Praparats als physikalischer Reiz. Wissen 
wir doch, daB8 Radiumemanation eine Steigerung der Purinausscheidung 
bei Mensch und Tier zur Folge hat, ohne daB die Purinfermente geschadigt 
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werden (23), und da nach Roéntgenbestrahlung der menschlichen Leber 
vermehrte Harnsiureausscheidung beobachtet wurde (24). Auch die 
Injektion einer groBen Radiothormenge ruft beim Hunde vermehrte Harn- 
sdureausscheidung hervor (25). 

In einer vorlautigen Mitteilung berichtet Chrometzka (26) iiber eine 
Verlangsamung des Puriristoffwechsels bei mit Tusche blockierten Hunden. 
Er beobachtet wie wir, ein Absinken der Allantoinausscheidung, allerdings 
ohne vorhergehenden Anstieg; auch ist die Harnsaureausscheidung bei 
Hunden im Gegensatz zum Kaninchen stark vermehrt. 


Retikuloendotheliales System und Aminosiurestoffwechsel. 
(Mit R. Aleoek.) 

Bei den Untersuchungen tiber den Zusammenhang zwischen RES. 
und Stickstoff-Stoeffwechsel wurde gewéhnlich die Milz in den Mittel- 
punkt des Interesses geriickt. Cberblickt man die Literatur [Lauda (27)], 
so zeigt es sich, daB eine eindeutige Beurteilung der an milzexstirpierten 
Tierén gewonnenen Ergebnisse bis heute nicht méglich ist. Bei Blockade- 
versuchen mit Tusche findet Jkeyama (28) eine Stickstoffmehraus- 
scheidung im Harn. Goldzieher (29) beobachtet an Mausen nach Tusche- 
blockade einen Anstieg des Harnstoffstickstoffs im Blute, den er nicht 
einer Retention, sondern einer erhéhten Funktion des RES. zuschreibt. 
Von besonderer Wichtigkeit sind Beobachtungen von Kotake (30) und 
Mitarbeitern an ,,vital gefarbten’’ Kaninchen. Bei diesen zeigte sich 
der oxydative Abbau von Phenylalanin und Tyrosin, nicht aber der 
hydrolytische Abbau gestért, so daB gréBere Mengen der verfiitterten 
Aminosiuren unverandert im Harn ausgeschieden wurden. 

Es scheint danach intakte Funktion des RES. fiir den ungestérten 
Ablauf gewisser Oxydationen unerlaBlich zu sein. Bestatigt sich diese 
Ansicht, dann kann uns eine einfache Probe iiber die oxyvdierenden 
Krafte der Leber bzw. iiber die Funktionstiichtigkeit des RES. wichtige 
Aufschliisse geben: Zufuhr von Tyrosin und kolorimetrische Aus- 
wertung der Millonschen Reaktion in der atherléslichen und ather- 
unléslichen Phenolfraktion des Harns. 

Die atherunléslichen Phenole finden sich im normalen Kaninchen- 
harn in einer Menge von wenigen Milligrammprozent. Sie steigen jedoch 
gewaltig an bei gewissen St6rungen der Leberfunktion und beim toxischen 
EiweiBzerfall [Furth und Scholl (31)].. Dieser Umstand verdient besondere 
Beriicksichtigung, da Popper und Scholl (32) 3 bis 4 Wochen nach Thoro- 
trastinjektion bei Mensch und Tier ein pl6tzliches Ansteigen der ather- 
unléslichen Phenole beobachtet haben wollen und dies als eine durch das 
Thorotrast bedingte Leberschadigung deuteten. 


Methodik. 


Zur Bestimmung der Harnphenole arbeiteten wir ein stufenphoto- 
metrisches Verfahren aus, da die iibliche Kolorimetrie der mit Hopkins 
Reagens und Nitrit entwickelten Rotfarbung infolge des verschiedenen 


7* 
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Farbtons der Untersuchungs- und Vergleichslésung auBerordentlich er- 
schwert wurde. Die dtherunléslichen Phenole wurden aus der Differenz von 
Gesamt- und dtherldslichen Phenolen ermittelt. Uhre direkte Bestimmung 
auf dem Umwege iiber die Mérner-Sjéquist-Fallung ist zeitraubend, da 
wir uns wiederholt tiberzeugen konnten, daB ein Stehenlassen der Fallungen 
iiber Nacht zur quantitativen Abscheidung zugesetzten Tyrosins unerlaBlich 
ist. Sowohl die atherlésliche, als auch die atherunlésliche Phenolfraktion 
erscheint bei den folgenden Untersuchungen als Tyrosin berechnet. 10 ccm 
Harn werden mit Schwefelsiure gegen Lackmus neutralisiert und nach 
Zugabe von etwa 0,5 g Sojamehl (prapariert, Merck) '/, Stunde bei 40° 
gehalten. Nach dem Abkiihlen wird mit 2cem 50°,iger Schwefelséure 
angesiuert und mit 5cem frisch bereiteter 50° iger Phosphorwolframsaure- 
lésung gefallt. Nach halbstiindigem Stehen im Eiskasten wird zentrifugiert, 
in ein 25cem MeBk6lbchen filtriert, der Riickstand zweimal mit wenig 
eiskalter, LO°,iger Schwefelsiure unter Aufwirbeln auf der Zentrifuge 
gewaschen und schlieBlich das Volumen von Filtrat und Waschwiissern 
auf 25 ccm erganzt. 

Gesamtphenole. 5cem Filtrat werden mit 10 cem 10° ,iger H,SO, und 
5eem Quecksilbersulfatlésung (10°,iger HgSO, in 10° ,iger H,SO,) im 
lebhaft siedenden Wasserbad 10 Minuten erhitzt. gekiihlt und eventuell 
filtriert. 10 cem dieser Lésung versetzt man mit 0,5cem 1°,iger Natrium- 
nitritlésung, mischt und bestimmt nach !/, Stunde im Stufenphotometer 
die Durchlassigkeit. Zur Kompensation der Kigenfarbe dienen 5 ccm der- 
selben Lésung, die mit 0,25 ccm Wasser versetzt wurden. 

Atherlésliche Phenole. 10cem vom  Phosphorwolframsiurefiltrat 
werden mit Ather erschépfend extrahiert, der Ather verdampft, der Riick- 
stand in 10°,iger H,SO, gelést, mit 5cem Quecksilbersulfatlésung versetzt, 
mit verdiinnter Schwefelséure auf 20 cem gebracht, im siedenden Wasserbad 
10 Minuten erhitzt und wie oben beschrieben weiterbehandelt. 

Die prozentuale Durchlassigkeit in Abhaingigkeit von der Konzentration 
ist der Tabelle VI zu entnehmen. 5 cem reine Tyrosinlésung in den folgenden 
Konzentrationen werden wie zur Bestimmung der Gesamtphenole behandelt. 


Tabelle VI. 
Schichtdicke: 0,5cem. Filter: S 50. 








yureh- yurch- 
Tyrosin- Re Extinktions- Tyrosin- ee 3 Extinktions- 
lésung D koeffizient lésung D koeffizient 
| k k 
mg-9/o %o mg-°/9 %o 
5 80,6 | 0,094 30 28,6 | 0,544 
10 64,5 0,190 35 23,7 0,625 
15 52,0 | 0,284 40 19,7 0,706 
20 42.2 0,375 45 16,2 0,790 
25 35,1 0,455 59 13,7 0,863 
Zusatzversuche ergaben die Brauchbarkeit der Methode. 
Harn ohne Ausatz: 27,6 mg-° atherunlésl. Phenole 
+ 40 mg-°,, Tyrosin: 64,8 ,, statt 67,6 mg-°, * * 
T 60 39 os 84,0 ss ” 87.6 or ” ” 


Zwei Kaninchen mit Hafer und Griinfutter ernahrt, erhalten in vier- 
bis sechstagigen Intervallen je 1, 2 und 3 g 1-Tyrosin mit der Schlundsonde. 
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Retikuloendotheliales System und Stoffwechsel. 


Der Harn wird unter Toluol gesammelt und in zweitagigen Perioden auf 
atherlésliche und atherunlésliche Phenole untersucht. Beide Tiere erhalten 
dann je l0cem Thorostrast intravenés und werden schlieBlich abermals 
mit steigenden Mengen |-Tyrosin belastet. 

Das Ergebnis war bei beiden Tieren prinzipiell gleichartig. Abb. 1 
zeigt die an Tier Nr. 2 gewonnenen Resultate. 

Auf Tyrosinzufuhr erfolgt beim Normaltier ein Anstieg der ather- 
unléslichen Phenolfraktion, 
Anwachsen der atherléslichen 
Fraktion. Doch 
3g Tyrosin glatt verbrannt, 
ohne da es zu einer auffalligen 
Mehrausscheidung 
licher Phenole kommt. 
aindert 


verbunden mit einem etwas stirkeren 
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der Speicherung in normaler 
Weise abgebaut, ohne da8 eine 


i | 
g 4g 3g 
Jyrosin Th, , 


abnormale Erhéhung der ather- 
unléslichen Phenole  eintritt. 
Die Popper und Scholl 


beobachtete Mehrausscheidung 


Abb. 1. 
von 


Phenole konnten wir 
Wir 
injizierten nach dieser Zeit beiden Tieren neuerlich je 10 ccm Thorotrast 
und belasteten diese und zwei Kontrolltiere mit je 6g |-Tyvrosin, die 
in zwei Portionen zu 3g in dreistiindigem Intervall gegeben wurden. 
Méglicherweise konnte sich eine Stérung im oxydativen Abbau wie bei 
den Versuchen Kotakes erst bei einem Uberangebot an Aminosaure 
bemerkbar machen. 


atherunléslicher 
auch 2 Monate nach der Thorotrastinjektion nicht feststellen. 


Die Ergebnisse folgen in nachstehenden Tabellen. 


Tabelle VII. 





Tier Nr. 1 (20cem Thorotrast) 


Tier Nr. 2 (20cem Thorotrast) 


Millonwerte Millonwerte 





Datum in mg Tyrosin in mg Tyrosin 
Harnmenge Harnmenge oi. so 
; me ather- TRL ather- 
fate itherlislich unitialiel com atherléslich unidelich 
25. IX. 550 72,3 35,8 490 96,6 58,2 
27. IX. 540 80,2 75,0 580 138,7 118.8 
6g 1-Tyrosin 6g 1-Tyrosin 

29. IX. | 570 406,0 110,0 770 399.0 10,0 
1. X. | 375 63,3 43,3 590 158,4 22,4 
3. X. 420 51,2 23,6 475 152,9 0,0 
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Tabelle VILLI. 





Tier Nr. 3 (norma!) Tier Nr. 4 (normal) 
Millonwerte Millonwerte 
Datum in me Tyrosin in = Tyrosin 
Harnmenge oe Tia FT sa ae 
: iither- e ather- 
ecm atherlislich unléslich ecm atherléslich unléslich 
26. IX. 460 63,4 54,6 660 73,3 17,5 
27. IX. 550 72,2 17,2 285 63, 2 17,8 
+ 6g |-Tyrosin + 6¢ 1-Tyrosin 
| ae b. @ 730 306,0 | 75,5 | 690 257,0 40,0 
Lome 450 1025 | 12,8 205 109,0 10,2 
, ie 470 71,3 43,2 385 80.6 9,6 


Samtliche Tiere, auch die Kontrolltiere, reagierten mit einer Alkapton 
urie. thr Allgemeinbefinden blieb ungestért. Die atherlésliche Phenol 
fraktion steigt naturgemaé® stark an, wahrend die atherunlésliche Fraktion 
iiber die tibliche Schwankungsbreite nicht hinauswachst. 


Wir kontrollierten unser Ergebnis auch noch durch die Bestimmung 
des Oxydationsquotienten. Die Werte bewegen sich bei vorbehandelten 
und Normaltieren vollig unbeeinfluBt um einen Mittelwert, wie wir es 
auch bei unseren Untersuchungen iiber den Purinstoffwechsel beob- 
achtet haben. 

Unsere Versuche fiithren zum SchluB, daB selbst massive Thorotrast- 
speicherung den oxydativen Abbau des Tyrosins tiberhaupt nicht be- 
einflupt. 


Wir méchten Kotakes abweichende Ergebnisse auf die Verschiedenheit 
der angewandten Speichersubstanz zuriickfiihren. |Thoriumdioxyd ist 
chemisch vollstandig unwirksam. DaB es sich jedoch bei den Farbstoff- 
lésungen um héchst differente, sogenannte karyoklastische Stoffe hande!t, 
beweisen Untersuchungen von Dustin (33), nach denen injizierte Farbstoffe 
auf die Zellen Wirkungen entfalten, die der Wirkung der Réntgenstrahlen, 
der ultravioletten Strahlen, der hyperaciden Lésungen und des Arsens 
ahnlich sind. Auch spricht der Umstand, daS bei Kotakes Untersuchungen 

Gesamt-N 
der Quotient -.. keine Anomalie aufweist, gegen eine St6érung im 

Harnstoff-N 
Ablauf der Oxydationen, wenn wir bedenken, daB bereits Spuren oxydations- 
hemmender Gifte, wie Kaliumeyanid, in einer Konzentration von 0,002 ° 
| Loffler (34)} die Harnstoffsynthese in der Leber st6ren. [nzwischen haben 
wir auch weitere Kenntnisse tiber die Lokalisation der Desaminierungs- 
prozesse erlangt. Mit der Warburgschen Technik ausgefiihrte Unter- 
suchungen von Krebs (35) nehmen der Leber tiberhaupt den Vorrang und 
weisen auf die Bedeutung der Niere hin. Dabei Ja®t sich wiederum Neu 
bauers alte Ansicht bestatigen, daB im Organismus bei x-Aminosauren 
praktisch nur die oxydative Desaminierung in Frage kommt, wahrend 
sich das Auftreten der Oxyséure stets durch sekundire Reduktion primarer 
Ketosaure erklaren 1aBt. 

Eine Schadigung durch das Thoriumdioxyd, wie sie Popper und Scholl 
vermuten, konnten wir nicht bestétigen. Suchen wir mit den Autoren die 
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Ursache einer allftalligen Vermehrung der atherunléslichen Phenolfraktion 
in einem vermehrten EiweiBzerfall, dann ware eine Erhéhung des Neutral- 
schwefels sehr wahrscheinlich, wie sie Furth und Mitarbeiter (36) in 86°, 
ihrer Falle vorfanden. Eine Erhéhung des Neutralschwefels nach 
Blockade des RES. wurde jedoch bisher nicht beobachtet, Chiancone (37), 
[keyama. (28). 


Retikuloendotheliales System und Kohlenhydratstoffwechsel. 
(Mitbearbeitet von A. Nakadate.) 


Untersuchungen von Okamoto (38) mit der Warburgschen Methodik 
iiber den Zusammenhang des RES. mit dem Kohlenhydratstoffwechsel 
fuhrten zur Feststellung, daB die Speicherung eine Stérung der oxy- 
dativen Vorginge im Kohlenhydratstoffwechsel zur Folge habe. Eine 
derartige Stérung konnte in einer verminderten Toleranz zum Ausdruck 
kommen, sie konnte auch an der Hemmung oder Férderung einer 
spaiteren Phase des Zuckerstoffwechsels, etwa der Glykogenspeicherung 
oder der Milchsiureresynthese merkbar werden. 

Zahlreich sind die Versuche, die sich mit der T’oleranzfrage und mit dem 
Verhalten des Blutzuckers vor und nach der Speicherung des RES. befassen 
[Sterkin (39), Carmona (40), Messina (41), Gérard (42)}. Die Ergebnisse 
sind ungemein vieldeutig und scheinen mehr auf eine Beeinflussung des 
Zuckerstoffwechsels durch den eingetiihrten Fremdk6rper zu weisen, als 
auf einen Zusammenhang mit dem RES. Konnten doch Venulet (43) und 
Demant (44) zeigen. daB die Hyperglykamie nach “ollargolblockade beim 
glvkogenarmen Tier ausbleibt. Kolloides Silber mobilisiert Glykogen und 
fiihrt so indirekt zu einer Hyperglykimie. Auch Untersuchungen am 
splenektomierten Tier geben kein klares Bild. Allgemein anerkannt wird 
eine verminderte Toleranz gegen Traubenzucker. so daB Belastungen damit 
zu gesteigerten und langer dauernden Hyperglykamien fiihren als im Normal- 
fall. Durch Verabreichung von Milzextrakt lassen sich die Folgen der 
Splenektomie beheben. Die Milz scheint danach im Zuckerstoffwechsel 
weniger als Teil des RES., sondern vielmehr als innersekretorisches Organ 
eine Rolle zu spielen (45) (46). 

Halten wir an der Ansicht fest, daB chemisch hochaktive Stoffe, 
wie das Silber, auf dem Umwege iiber eine Glykogenausschiittung zu 
einer Hyperglykimie fiihren, dann miiBte diese Wirkung bei einem 
chemisch indifferenten Stoff wie dem Thoriumdioxyd ausbleiben. 
Wir injizierten vier Kaninchen in zweitagigen Intervallen je 5 ccm 
Thorotrast, im ganzen je 20ccem pro Tier. Die Niichternblutzucker- 
werte vor und nach der Speicherung lieBen keinen Unterschied erkennen. 
Zur Toleranzpriifung belasteten wir ein Kontrolltier und zwei gespeicherte 
Tiere einen Tag nach der letzten Thorotrastinjektion mit der verhaltnis- 
maBig groBen Menge von 2g Traubenzucker pro kg Kérpergewicht. 
14 Tage nach der letzten Thorotrastinjektion werden die beiden anderen 
gespeicherten Tiere und ein Kontrolltier auf die gleiche Weise mit 
Glucose belastet. Eine Ubersicht iiber die beobachteten Hyperglykamien 
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geben die folgenden Zahlen, die die maximalen Ausschlage in Prozenten 

des Niichternwertes zeigen. 

Vorbehandolte Tiere: Nrod ic. oo. see ee 6 + ee FOO 
a ne Oe ee ero oy 


$e! Ge de lw 2p Fee WR ele ce ce 


ee er ee ae ee ee ey 

Normuatltiere : fs oles pu eae” Be ie oe A ale eo 

Sets ee ce Pee ee 
Die Werte zeigen hinsichtlich der Héhe der Hyperglykamie keinen 
auffallenden Unterschied zwischen Thorium- und Normaltieren. Auch 
der zeitliche Ablauf der Hyperglykimie ist bei vorbehandelten 
und Kontrolltieren vollkommen gleichartig, wie z. B. die Kurven der 
Tiere Nr. 3 und 4 (Abb. 2) zeigen. Die ermittelten Blutzuckerwerte 
stehen ganz im Einklang mit 








20h : | den Blutzuckerbefunden von Scott 
| ' } 
., 200 =<t nn ; und Ford (47) beim normalen 
8 \ —— Wormaltier cuaiae Pies 
= 180 =a ‘he , n daher 
s SCL--- Thorotuast-lia ! Kaninc he n. Wir kénnen dahet 
s 7 — ae Na CE beim Kaninchen selbst nach hoch- 
‘ | ° . ° . 
Ro {—“s-=—————_s getriebener Speicherung — keine 
0 Verminderung der Kohlenhydrat- 


a a o 





sre 3 toleranz feststellen. 
— Derartige Toleranzproben 
Abb. 2. 

sind gerade kein besonders ge- 
eignetes Mittel, um eine Stérung im oxydativen Abbau des Zuckers festzu- 
stellen, da wir bei den beobachteten Hyperglykamien von vornherein mit 
einer gréBeren individuellen Schwankungsbreite rechnen miissen. Da- 
gegen besitzen wir im Ubertritt der Milchsdure in den Harn eine empfind- 
liche Reaktion des Organismus auf Stérungen des oxydativen Kohlen- 
hydratabbaues. Wir untersuchten daher bei unseren Tieren die Milch- 
sdureausscheidung im Harn. Die nach der Methode von Lieb (48) er- 
mittelten Milchsauremengen zeigten keinen Unterschied zwischen be- 
handelten und Kontrolltieren. Auch wahrend der Glucosebelastung lieB 
sich keine vermehrte Milchséiureausscheidung feststellen. Dieses Ergebnis 
war um so merkwiirdiger, als Gaessler (49) die RE.-Zellen der Leber als 
den Ort der Zuckerresynthese bezeichnet. Er sah bei Kaninchen nach 
Tuschespeicherung ein langsameres Verschwinden injizierter inaktiver 
Milchsdéure aus der Blutbahn und einen schlechteren Allgemeinzustand 
als bei der Milchséureinjektion vor der Speicherung. 

Wir verabreichten an vier Kaninchen, die im Laufe | Woche je 20 cem 
Thorotrast erhalten hatten und an zwei Kontrolltiere je 15g Na-Lactat 
(Kahibaum) entsprechend etwa 12 g freier Saure oder 3 bis 4g Milchsaure 
pro kg. Fiimf Tiere starben innerhalb 3 Stunden unter allen Anzeichen 
einer Milchséurevergiftung. Ein Tier erholte sich nach 4 Tagen vollstandig. 
In zweitagigen Intervallen wurde die Milchséureausscheidung beobachtet : 
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_— Harnmenge Milchsture 
eem gz 
BiTMERe ek sek % 470 0,0440 
‘ 15g Na-Lactat 
hab SSS 355 83,9900 
(ae | ae 440 0.1030 


Ein Drittel der aufgenommenen Milchsaéuremenge wurde wieder aus- 
geschieden. Im vorliegenden Falle handelte es sich um ein Thorotrasttier. 
Obgleich dieser Versuch natiirlich keine weitgehenden Schliisse zulaBt, so 
spricht er doch mit Riicksicht auf die verabreichte Menge i-Milchsiure 
zumindest nicht gegen eine verminderte Assimilation bei den Thorotrast- 
theren. 

Kin eindeutiges Ergebnis war nur von der Verwendung optisch 
aktiver Milchséure zu erwarten, die wir uns aus Garungsmilchsiure 
iiber das Morphin- und Zinksalz nach /rvines (50) bereiteten. Die im 
intermediaren Kohlenhydratstoffwechsel gebildete und bei Stérung 
desselben im Harn erscheinende d-Milchsaure wird vom normalen 
Organismus vollstandig verbrannt. 1-Milchsaiure verlaBt ihn unverandert. 
Garungsmilchsiure wird asymmetrisch angegriffen.  Llhr Anteil an 
d-Milchsiure neben etwas |-Milchsiure wird verbrannt, der Rest von 
l-Sdure wird ausgeschieden (51). 

Wir verwendeten die Tiere. die kurz vorher zum Glucosebelastungs- 
versuch gedient hatten und deren Milchsaiureausscheidung bereits unter 
Kontrolle stand. Zwei Thorotrasttiere (Nr. | und 2) und ein Kontroll- 
tier (Nr. 5) erhielten in vierstiindigem Intervall zweimal je | g mit NaOH 
neutralisierter d-Milchsaure per os. 


Tabelle IX. 





Tier Nr. 1 (Thorium) Tier Nr. 2 (Thorium) Tier Nr. 5 (normal) 
Datum Harnmenge Milehsiure Harnmenge  Milchs&ure Harnmenge Milchséure 
eem mg ecm mg cem mg 
11. XI. 290 85,8 250 98.5 350 114,0 
um 12 und 16 Uhr je 1g d-Milchsaure 
13. XII. 200 85,5 105 62,6 105 39,8 
15. XII. 285 76.0 290 83,8 189 67,5 


Derselbe Versuch wurde an zwei weiteren Thorotrasttieren (Nr. 3 
und 4) und einem Kontrolltier (Nr. 6) mit i-Milchsaure angestellt. 


Tabelle X. 





Tier Nr.3 (Thorotrast) Tier Nr.4 (Thorotrast) Tier Nr.6 (normal) 
Datum Harnmenge Milchsaure Harnmenge Milchsaure Harnmenge Milehsdure 
ecm mg ecm mg ecm mg 
11. XII. 175 §2.0 305 77,8 245 95,5 
um 12 und.16 Uhr je 1g i-Milchsaure 
13. XII. 120 456.0 220 347.5 165 192.5 


15. XI. 195 68,0 215 74,2 199 110.4 
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Aus beiden Tabellen geht eindeutig hervor, da die Assimilation 
von d- Milchsdure selbst durch hochgetriebene Blockade nicht beeinfluBt 
wird. d-Milchsiure wird auch vom Thorotrasttier glatt verbrannt. 
Von Gdarungsmilchsdure erscheint ein mehr oder minder groBer Anteil 
l-Saure im Harn. Zwischen Thorotrast- und Normaltieren  besteht 
kein wesentlicher Unterschied, so daB daraus irgendwelche Schliisse 
gezogen werden koénnten. Damit scheint uns Gaesslers Annahme unhalt- 
bar, die im RES. der Leber den Ort der Zuckerresynthese sieht. Die 
schwere Stérung des Allgemeinbefindens nach intravenéser Injektion 
von zweimal je 0,3 g i-Milchsdure in zwei- bis fiinfstiindigem Intervall 
mochten wir auch hier auf die Toxizitat der inaktiven Milchsaure be- 
zichen, deren Giftigkeit vielfach unterschatzt wird; sahen doch Fiirth 
und Engel (52) in einem Falle ein Kaninchen verenden, daB nur 0,6 g 
i-Milchsiure pro kg per os auf einen Zeitraum von 3 Tagen verteilt 
erhalten hatte. 


Retikuloendotheliales System und Lipoidstoffwechsel. 


Seit den Untersuchungen Anitschkows (53) tiber anisotrope Lipoid- 
substanzen ist es unbestritten, daB die Zellen des RES. eine wichtige 
Station auf dem Wege der Lipoide durch den Organismus vorstellen. 
Das physikalisch-chemische Verhalten der in Frage kommenden Stoffe 
Cholesterin und Lipoide im engeren Sinne —, die Bildung fliissiger 
Kristalle und doppelbrechender Tropfen gestattet es, diese Substanzen 
auf ihrem Wege im Organismus auch mikroskopisch zu verfolgen. So 
wurde denn auch nach Anitschkow das Auftreten anisotroper Substanzen 
in den RE.-Zellen der Leber, der Milz, des Knochenmarks und der 
Lymphdriisen immer wieder beobachtet. 


Die Aschoffsche Schule deutet das RES. als Regulationssystem des 
Cholesterinstoffwechsels. Es speichert den UberschuB des im Blute kreisenden 
Cholesterins und gibt dieses im Bedarfsfalle wieder an den Kreislauf adet 
andere Organe ab. Es dient also der Regulierung des ihm zukommenden 
Cholesterins, nicht aber dem Festhalten desselben im Sinne einer aus- 
gesprochenen Depctbildung. Eine Schiadigung des RES. miiBte sich dem- 
nach in erster Linie im Cholesterinspiegel des Blutes auswirken. So finden 
Goebel und Gnoinski (54) nach Collargolspeicherung oder nach Splenektomie 
eine Hypocholesterinamie. Auch Leites (55) beobachtet nach Collargol- 
injektion eine Verminderung des Blutcholesterins, wahrend der Lipoid- 
phosphor im Blute keine bestimmte Anderung erfihrt. Eine deutliche 
Senkung des Blutcholesterins und keine merkliche Veranderung der Blut- 
phosphatide findet auch Sato-Kaoru (56). Die Resultate sind vieldeutig. 
Nach Leites (55) hangt die Reaktion des RES. auf die Blockade hinsicht- 
lich der Fett- und Lipoidstoffe von der Menge und Art der eingefiihrten 
Blockierungssubstanzen, deren Einfiihrungsdauer und von der Individualitat 
der RE.-Elemente ab. Darauf hatte schon Gabbe (57) aufmerksam gemacht. 
Nicht nur Collargol, auch Traubenzucker, Rohrzucker, Milch erhéhen oder 
senken den Lipoidgehalt des Blutes einschlieBlich des Cholesterins je nach 
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der Starke des Reizes; starke Reize bewirken Senkung, schwache eine 
Erhéhung des Lipoidgehalts. Andererseits sehen Losenthal und Mit- 
arbeiter (12) trotz intensivster Blockade mit Tusche und Eisenzucker und 
bei gleichzeitiger Reduktion des RES. durch Splenektomie keine bemerkens- 
werten Schwankungen des Blutcholesterins. In der Leber beobachtete 
Kubo (58) eine herabgesetzte Aufnahmefahigkeit fiir Fette, als er Kaninchen 
mit Tusche blockierte und schlie8lich mit Phosphor vergiftete. Die Phosphor- 
leber erwies sich bei gespeicherten Tieren weniger fettreich als bei nicht 
vorbehandelten Tieren. 

Ubereinstimmend sind die Beobachtungen, daB die Nahrungslipoide 
zuerst in den RE.-Zellen der Leber sichtbar werden. [Thre Aufgabe diirfte 
demnach in einer Regelung des Lipoidangebots bestehen. Doch ist die 
Frage offen, ob diese Zellen auch eine aktive Rolle spielen, ob sie ein spezifi- 
sches Organ des Lipoidstoffwechsels darstellen.  Zinserling (59) sieht in 
der Lipoidspeicherung des RES. nur einen Spezialfall der Speicherungs- 
fihigkeit fiir Kolloide und spricht mit Anztschkow von einer Kolloidose. 

Wir versuchten, durch Lipoidfiitterung bei Ratten, die mit Thoro- 
trast vorbehandelt waren, Aufschlu8 tiber eine eventuelle aktive Be- 
teiligung des RES. am Lipoidstoffwechsel zu erhalten. Drei Méglich- 
keiten waren in Betracht zu ziehen. 

1. Die Speicherung konnte zu einer Fettinfiltration der Leber 
fiihren, falls sich das Thoriumdioxyd als hepatotrop giftig erwies. 

2. Die Lipoidfiitterung konnte eine Steatose in Leber und Milz 
zur Folge haben, die sich bei behandelten Tieren in einer vermehrten 
oder verminderten Lipoideinlagerung auswirken muBte gegeniiber 
den Kontrolltieren, je nach der Starke des durch Thoriumdioxyd 
verursachten Reizes. Wenn auch bei Omniovoren eine Steatose nur 
schwer zu erzielen ist, so bestand doch bei unserer Kostform Lipoid 
und EiweiBfiitterung die Moéglichkeit dazu [Léwenthal (60). 

3. Das Verhdltnis Cholesterin Lipoid-P in Leber und Milz konnte 
sich nach Thorotrastspeicherung verschieben. Wir sehen iiberall im 
Organismus ein Wechselspiel zwischen Fett, Cholesterin und den Lipoiden 
im engeren Sinne, das der Erhaltung eines ganz bestimmten Gleich- 
gewichts dient. Auf dieses Gleichgewicht hat die Nahrung und selbst 
die reichliche Verfiitterung nur einer der drei Komponenten keinen 
EinfluB. Es andert sich jedoch bereits im Hungerzustand |Okune/f (61)| 
oder unter Wirkung verschiedener Gifte [Heffter (32)|. Hat das RES. 
auf den Fettumbau einen entscheidenden Einflu8, dann miiBte sich 
die Thorotrastspeicherung im Quotienten Cholesterin Lipoid-P irgend- 
wie auswirken. 

Sieben Ratten erhielten je 1,5 ¢cem Thorostrast intravenés und wurden, 
neben sieben Kontrolltieren, durch 2 Wochen mit einer lipoidreichen Kost 
Hirn, Eidotter und EiweiB in Milch verrihrt gefiittert. Die Tiere wurden 
mit Chloroform getétet und Leber und Milz auf Gesamtfett (Petrolather- 
extrakt), Cholesterin und Lipoid-P untersucht. Die ersch6pfende Extraktion 
der Organe mit Alkohol und Ather geschah nach Bloor. Die vereinigten 
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verdampft, mit 


Petrolather 


dieser Extrakt zur Trockne verdampft und gewogen. 


abermals mit 
Volumen gebracht. 


wurde 








extrahiert, 
Riickstand 


Petrolather aufgenommen und auf ein bekanntes 
In aliquoten Teilen bestimmten wir schlieBlich das 


Gesamtcholesterin durch Digitonidfallung nach Windaus und den Lipoid- 


phosphor nach Fiske und 
Tabellen zusammengefaBt. 


Tabelle XI. 


Subbarow. 


Normalratte 


Die Ergebnisse sind in folgenden 





n. 
Leber 
Tier Tiergewicht ? f 
Gewicht Gesamtfett Cholesterin Lipoid P Cholesterin 
Nr. g g g g Lipoid P 
I 149 5,894 0.2837 0.0124 0,0062 2,00 
2 134 5,486 0,2485 0,0134 0,0049 2.74 
3 177 6,775 0),2420 0,0123 0,0051 2,41 
4 164 7.536 0,3775 0,0182 0,0078 2,34 
5 152 8.874 0.2928 0.0268 0,0074 3,62 
6 189 9,145 0.4049 0.0241 0,0068 3.54 
c 180 9.478 0.3515 0,0207 0.0060 3,45 


Mittelwert: Cholesterin /Lipoid-P 2,87. 


Tabelle XIT. 


Ratten mit Vhorotrast behandelt. 





Tier Tiergewivht 

Gewicht 

Nr. gz g 
8 184 6,080 
9 139 7,744 
10 139 5,829 
11 186 6,805 
12 209 10,345 
13 159 6,451 
.14 221 11,434 


Mittelwert: Cholesterin /Lipo 


Tabelle XII 


Gesamtfett 


Leber 


£ £ 

0,2182 0,0110 
0,247 0,0123 
0,2396 0,0142 
0 2912 0,0131 
0.4395 —0,0181 
01,2827 0,0141 
0.4018 0,0153 
id-P = 2,18. 


Cholesterin 


I. Normalratten. 


Lipoid P 
4 


0.0047 
0,0056 
0,0053 
0.0063 
0,0089 
0.0063 
0.0090 


Cholesterin 
Lipoid P 


2,34 
2.20 
2.68 
2.08 
2.03 
2,24 
1,70 





ner Gewicht Gesamtfett 
Nr. g g 
l 0,774 0,0214 
2 0,579 0.0447 
3 0,565 0,0168 
4 0,463 0,0175 
5 0,602 0.0176 
6 0,687 0,0202 
7 0,616 0.0230 


Mittelwert : Cholesterin/Lipoid-P = 


Milz 


Cholesterin 


rea 
— 


0,002 58 
0,001 36 
0,001 94 
0,001 51 
0,001 99 
0,002 38 
0,002 14 


5,29. 


Lipoid P 
£ 


0,000 47 
0,000 30 
0,000 32 
0,000 33 
0,000 35 
0,000 46 
0,000 39 


Cholesterin 
Lipoid P 


5,49 
4,53 
6.06 
4,57 
5,69 
5,17 
5,49 








id 


eS 


4S 
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Tabelle XIV. 


Ratten mit Thorotrast behandelt. 





Milz 
oe Gewicht Gesamtfett Cholesterin Lipoid P Cholesterin 
Nr. g g g g Lipoid P 
8 0,558 0,0158 0,001 96 0,000 28 7,00 
9 1,236 0.0340 0,003 75 0,000 69 5.44 
10 0,619 0,0182 0,001 80 0,090 32 5,62 
11 0,947 0.0287 0,002 48 0,000 56 4,43 
12 1,172 0,0395 0,003 94 0,000 76 5,18 
13 0,995 0,0250 0,003 06 0,000 55 5.51 
14 1,234 0,0376 0,003 60 0.000 56 6.43 


Mittelwert : Cholesterin /Lipoid-P 5,64. 


Wir sehen bei den Kontrolltieren und den mit Thorotrast vor- 
behandelten Tieren keinen Unterschied im Gesamtfettgehalt von 
Leber und Milz. Kine Fettinfiltration hat nicht stattgefunden. Cegen 
diese spricht auch das Ausbleiben einer Glykogenmobilisierung nach 
der Speicherung, die eine Hyperglykamie zur Folge haben miuBte. 


Kine Lipoidsteatose trat nicht ein, wie aus den Cholesterinwerten 
hervorgeht, die sich ganz in der GréBenordnung bewegen, wie sie auch 
sonst an Normalratten beobachtet wurden (63). 


Kin auffallender Unterschied im Cholesterin und Phosphatid- 
gehalt der untersuchten Organe von Normaltieren und behandelten 
Tieren 1aBt sich nicht feststellen. Daher zeigen auch die Mittelwerte 
der Quotienten Cholesterin Lipoid-P in Leber und Milz praktisch keinen 
Unterschied zwischen Normaltieren und gespeicherten Tieren, und 
die im Einzelfall beobachteten Abweichungen miissen wir der indivi- 
duellen Schwankungsbreite des Cholesterin- und Phosphatidgehalts 
zuschreiben. 

Wir sehen, daB vorhergehende Speicherung des RES. mit Thorium- 
dioxyd durchaus kein Hindernis fiir den Durchgang der Lipoide durch 
die Zellen des RES. bildet. Das ist nicht iiberraschend, konnte doch 
Anitschkow bei einem Kaninchen, das 112 Tage hindurch cholesterin- 
reiche Nahrung erhalten hatte und so gewissermaben ,,physiologisch 
blockiert’’ worden war, durch nachfolgende Trypanblauinjektion den 
Farbstoff im RES. noch zur Ablagerung bringen. 

Der unverinderte Quotient Cholesterin Lipoid-P gibt  keinen 
Anhaltspunkt, dem RES. eine aktive Rolle beim Fettumbau zur 
{egulierung des Gleichgewichts zwischen Fett, Cholesterin und Lipoiden 
in engerem Sinne zuzuteilen. 
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Zusammenfassung. 

Zusammenfassend JiBt sich sagen: 

1. Die Speicherung des RES. mit Thorotrast hat infolge Reiz- 
wirkung eine deutliche Stérung der endogenen Purinausscheidung zu 
Folge, die nach kurzer Mehrausscheidung sinkt und sich erst allméhlich 
wieder erholt. Eine Schddigung der Purinfermente tritt nicht ein. 

2. Der oxydative Abbau von Tyrosin wird durch Thorotrast- 
speicherung nicht beeinfluBt . 

3. Der Blutzucker und die Kohlenhydrattoleranz werden durch 
Thorotrastspeicherung nicht verandert und die physiologische d-.Wilch- 
sdure wird auch nach der Blockade glatt verbrannt. 

4. Speicherung des RES. hindert nicht den Durchgang der Lipoide 
durch dasselbe. Der Quotient Cholesterin Lipoid-P in Leber und Milz 
bleibt durch Speicherung unverandert. 

5. Wir finden keinen Anhaltspunkt, dem RES. eine aktive Rolle 
im Aminosdure- und Kohlenhydratstoffwechsel, sowie beim Fettumbau 
suzuschreiben. 

6. Ein oxydationshemmender EinfluB der Blockade lieB sich in 
keinem der untersuchten Fille feststellen. 
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Uber die Verteilung des Cholesterins und der Cholesterinester 
zwischen Fett und Plasma in der Kuhmilch. 


Von 
H. Dam. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 28. Februar 1934.) 


In der Literatur findet man verschiedene einander widersprechende 
Angaben tiber den Gehalt des Milchplasmas an Cholesterin sowie auch 
iiber das Verhaltnis zwischen freiem und Estercholesterin in der Milch. 

Beck und Wacker (1) fanden in entrahmter Kuhmilch 0,0023°, Chole- 
sterin, das Doppelte von der vom Fett herriithrenden Cholesterinmenge. 
Beumer (2) fand 0,0015°, und meinte, daB das ganze im Fett enthalten ist. 
In sehr stark entrahmter Milch konnte er kein Cholesterin nachweisen. 
Gardner und Fow (3) meinten wie Wacker und Beck, daB das Plasma auch 
Cholesterin enthalt. Beck und Wacker und Beumer meinten, daB das Chole- 
sterin der Milch nur als Ester vorhanden ist, im Gegensatz zu Gardner und 
Fox, die ein Verhaltnis von freiem zu verestertem = 2: 1 gefunden haben. 

Die Divergenz dieser Befunde ist vielleicht durch methodische 
Schwierigkeiten zu erklaren, die haufig ungeniigend beriicksichtigt 
werden. Die Bestimmung kleiner Mengen Cholesterin ist nur dann 
moéglich, wenn das Cholesterin bei der Fallung in einer entsprechend 
kleinen Fliissigkeitsmenge vorhanden ist. Ist die Lésung zu verdiinnt, 
so fallt entweder kein Digitonid aus, oder die Fallung wird unvollstandig. 
wenn nicht besondere Vorkehrungen, z. B. Verdiinnen des Alkohols mit 
Wasser, getroffen sind. Zweitens ist es méglich, daB bei zu starker 
oder zu lange dauernder Erwirmung bei der Gewinnung des Fett- 
extraktes das freie Cholesterin, das in einer groBen Menge Fett vor- 
kommt, teilweise in Esterform tibergefiihrt werden kann. 

Um diese Frage zu lésen, habe ich unter Beriicksichtigung der 
erwahnten Fehlerméglichkeiten folgende Versuche angestellt: 


1. Gesamtcholesterin. 
Ungefahr 2 Liter rohe Vollmilch (von der Molkerei bezogen) wurden 
schwach geschiittelt und Proben wie folgt herausgenommen: 
2 Proben von je 10cem zur Bestimmung des spezifischen Gewichts, 
- 3 s +s 10 ,,  ., Fettbestimmung nach Rése-Gottlieb, 
2 100. ,, .. Gesamtcholesterinbestimmung 


durch zweistiindiges Erwarmen auf dem siedenden Wasserbad mit 40 xg 
festem KOH, viermaliges Ausschiitteln mit Ather, Reinigen der atherischen 
Lésung mit Alkali und Wasser in bekannter Weise und Digitoninfallung 











Verteilung des Cholesterins und der Cholesterinester usw. 113 


unter solehen Bedingungen, daB auf ungefahr 10 mg Cholesterin 2 cem 
46°.iger Alkohol und S5cem 1°, ige Digitoninldsung kommt. Zum Aus 
waschen des Niederschlags wurde wie gewohnlich eine gesattigte Lésung 
von Cholesterindigitonid in Alkohol und zuletzt Ather benutzt. 

Die Vollstandigkeit der Spaltung eventuell vorhandener Cholesterin 
ester wurde durch Anstellung der Liebermann-Burchard-Reaktion am ein 
gedamptften Atherextrakt des eingedampften Filtrats vom  Digitonin 
niederschlag festgestellt. 

Nach erfolgter Probeentnahme wurde die Hauptmenge der Milch 
zentrifugiert und durch ein entfettetes Filter filtriert. Von der entrahmten 
Milch wurden dieselben Proben herausgenommen, nur mit dem Unterschied, 
daB zur Bestimmung des Gesamtcholesterins 300 anstatt 100 cem verwandt 
wurden. Gefunden wurde: 


In Versuch 1: 


In Vollmileh. In entrahmter Milch 
Spezifisches Gewicht . 2... 1.031 1.034 
Fett. gin 100g... ei ee 3.65 0.159 


Gesamtcholesterin, mg in 100g 13,36 


In Versuch 2 (mit einer spater eingekauften Milchprobe): 


Spezifisches Gewicht... . . 1,030 1,033 
Pew, @m 0G¢.... 828s. 3.453 0,140 
Gesamtcholesterin, mg in 100g 12,5 2.47 


Hieraus laBt sich berechnen: 


Versuch 1 Versuch 2 
Gesamtcholesterin im Fett . . 0,307°, 0,296 °, 
Gesamtcholesterin im Plasma . 0,00224°,, 0,002 06 ° 


Die Berechnung setzt voraus, daB man vom Cholesteringehalt der 
die Fettkiigelchen umschlieBenden EiweiBhautchen absehen kann. 


Die Gleichungen lauten z. B. fiir Versuch 1: 


0,159 99,84 ” 3,65 96,35 ; 
x a y - 0,002 72. xr - y 0.013 36. 
100 * 100 100 * 100 
x = Gesamtcholesterin des Fettes in Prozenten, y = Gesamtcholesterin des 


Plasmas in Prozenten. 


2. Freies Cholesterin : Gesamtecholesterin im Milchfett. 


Versuch 3. Durch Zentrifugieren von 30°,iger Sahne wurde eine sehr 
konzentrierte Fettschicht gewonnen, die durch vorsichtiges Schmelzen und 
Zentrifugieren klares Milchfett ergab. In Proben von ungefahr 6 g wurden 
freies und Gesamtcholesterin bestimmt. 


Die Ausfallung des freien Cholesterins geschah durch wiederholtes 
Aufkochen des Fettes mit der Digitoninlésung unter Umriihren. Das 
Fett bleibt gréBtenteils ungelést. Die vollstandige Lésung des Fettes 
hatte so viel Alkohol erfordert, daB eine quantitative Fallung des Cholesterins 
dann nicht zu erreichen ware. Der Niederschlag war im Fett eingebettet. 
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Beim Filtrieren wurde zunidchst mit digitonidgesittigtem Alkohol ge 
waschen und dann das Fett mit sehr viel Ather entfernt. Um sicher zu sein 
dali kein Digitonin mitgewogen wurde, wurde auch mit Wasser von un 
yefahr 70° gewaschen. Zum Verseifen wurde zweimal mit Ather und kalte: 
10° \iger methylalkoholischer Kalilauge behandelt. Die véllige Abwesenheit 
von Cholesterinestern nach der Behandlung wurde in diesem und in de: 
folgenden Versuchen stets wie oben kontrolliert. 

Es wurde gefunden: Freies Cholesterin 0,3035 % des Fettes, Gesamt 
cholesterin 0,302°, des Fettes, Freies : Gesamtcholesterin 100°, 

Versuch 4. In Fett, das in entsprechender Weise aus Milch ge- 
wonnen wurde, fand man (in Proben von je 5g): Freies Cholesterin 
0,294 °,, Gesamtcholesterin 0,289 °, Freies : Gesamtcholesterin — 100°, 

Versuch 5. In Butter (nach dem in Danemark iiblichen Verfahren 
mit Ansdiuerung der Sahne gewonnen) wurden nach Schmelzen und 
Klarwerden (in Proben von je 7g) folgende Zahlen gefunden: Freies 
Cholesterin 0,324°, des Fettes, Gesamtcholesterin 0,325 °% des Fettes, 
Freies ; Gesamtcholesterin — 100%. 


3. Freies Cholesterin : Gesamtecholesterin im Milchplasma. 


Die Bestimmung von freiem Cholesterin im Milchplasma_bietet 
insofern Schwierigkeiten, als es von vornherein nicht auszuschlieBen 
ist, daB so kleine Cholesterinmengen, wenn sie urspriinglich in Esterform 
vorkommen, vielleicht durch die Behandlung in freies Cholesterin 


iibergefiihrt werden kénnen. Die Extraktion mu8 deshalb in besonders 


schonender Weise ausgefiihrt werden. 


Aus 600 cem entrahmter Milch wurde die atherlésliche Fraktion mit 
60cem 10° igem N Hy, 600cem Alkohol, 1500 cemAther und 1500cem Petrol 
aither nach Rése-Gottlieb isoliert; jedoch mit der VorsichtsmaBnahme, dati 
die Ather-Petrolaitherschicht schon nach 1 Stunde entfernt wurde. um 
eine langere Kinwirkung des Ammoniaks zu vermeiden. Das Eindampfen 
erfolgte sofort im Vakuum und ohne Temperaturerhéhung. Der Ein 
dampfriickstand wurde in zwei aliquote Teile geteilt, von denen der 
eine direkt, der andere erst nach Verseifung mit Digitonin gefallt wurde. 
Es wurde gefunden: 

Versuch 6. Freies Cholesterin 2,12 mg in 100 cem entrahmter Milch, 
Gesamtcholesterin 2,35 mg in 100 cem entrahmter Milch, Freies : Gesamt 
cholesterin = 90°). 


Versuch 7.  Freies Cholesterin : Gesamtcholesterin — 96% *. 


Die Extraktion des Cholesterins aus der entrahmten Milch war praktisch 
quantitativ, denn die wasserige Schicht (in Versuch 7) gab nach Kochen 
mit festem KOH und ausaéthern nur noch 0,13 mg Cholesterin, d. h. un- 
gefahr 1°,, der Gesamtmenge. 


* Die absoluten Werte wurden hier nicht bestimmt. 
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Der Fettgehalt war in Versuch 6: 0,115°,. in Versuch 7: 0,088 °,. 
Ks rihrt also nur ein kleiner Teil des Sterins vom Fett her (15 bzw 12 °,). 
Die Versuche zeigen deshalb, da das Cholesterin des Plasmas weit 


iuberwiegend in freier Form vorkommt. 


Zusammenfassung. 
Das Fett der (kaéuflichen) Kuhmilch enthalt ungefahr 0,3 °,, Gesamt- 
cholesterin, das Milchplasma ungefahr 0.002°,. Im Milchfett wurde 


Cholesterin nur in freier Form gefunden. Das Cholesterin des Milch- 


plasmas kommt ganz iiberwiegend (zu rund 90°.) in freier Form vor. 
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Methoxyliertes Glycinin als Antigen. 
Von 
H. Leontjew und M. Znamenskaja. 
(Aus der biochemischen Abteilung des Proteinforschungslaboratoriums i: 
Moskau. ) 


(Eingegangen am 5. Januar 1934.) 


30 Jahre sind vergangen, seit Charles Richet seine klassische: 
Beobachtungen (1) aber den besonderen durch Injektionen von Protein 
lésungen hervorgerufenen Zustand des tierischen Organismus ver 
Offentlichte. Aber bis jetzt wurden in den meisten Arbeiten, die dieser 
in biochemischer Hinsicht bemerkenswerten ProzeB in irgendeine: 
Beziehung beriihren, als Erreger des Zustandes, d.h. als Antigen 
ausschlieBlich kolloide Lésungen ,,reiner’’ Proteine oder Sera ver- 
schiedener Tiere (2) benutzt. Indessen bietet aber das Studium de 
Antigeneigenschaften der veranderten Proteinpraparate groBes theoreti- 
sches Interesse. 

Versuche, die Antigeneigenschaften der racemisierten  Proteine 
aufzukliren, erwiesen sich bekanntlich erfolglos (3). Ein positives 
Resultat ist nur fiir diazotierte (4) und methylierte Proteine (5) (6) be 
schrieben. 

In den Versuchen mit methylierten Proteinen (Albumin, Casein) 
wurden jedoch nicht die echten Ester dieser Proteine, sondern Gemische 
von verestertem Albumin bzw. Casein und am Stickstoff methylierten 
Albumin bzw. Casein benutzt: dies gestattet nicht die erhaltenen 
tesultate mit geniigender Klarheit zu interpretieren. Das vor kurzem 
beschriebene (7) Glycininmethylesterhydrochlorid schien daher neues 
‘Material zum besseren Verstandnis der Rolle der chemischen Struktu: 
des Antigens fiir den anaphylaktischen Zustand geben zu kénnen, da 
das Hydrochlorid ein ganz bestimmtes Veranderungsprodukt des 
,.Proteinmolekiils** ist. Hier haben wir es zweifellos gerade mit einem 
Ester des Proteins zu tun (methyliert sind die COOH-Gruppen). 


Die Herstellung dieses Praparates geschah auf fe'gende Weise: 
das Glycinin wurde aus dem mit Benzin entfetteten Sujabohnenmeh| 
(Glycine hispida Max.) unter strenger Befolgung der von Osborne (8 


vorgeschlagenen Rezeptur extrahiert. 

Danach wurde das Glycinin in suspendiertem Zustande in wasserfreien 
CH,OH mittels Durchleitung eines Stromes von trockenem H(€] im Laute 
von 10 Stunden (7) verestert. Die erhaltenen Praparate wurden mit Hilfe 
entsprechender Operationen gekennzeichnet. Die asche- und wasserfreien 
Priparate zeigten, daB bei verhaltnismaBig konstanter Kohlenstoff- und 
Wasserstoffmenge das Giyvcininmethylesterhydrochlorid etwas geringere 
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stickstoffmengen enthielt. Im Glycininmethylesterhydrochlorid ist die 
Abwesenheit von Lysin und Tryptophan zu konstatieren (Tabelle | und I). 


Tabelle I. 





| 20° 
a 
‘ D 
) 
Basischer ae snd 
Priparat y N , ‘H3 N aus © —— 8 0/-,ive 
berechnet pe » Lolee 
OCH; H,0 Essig- 


0 0 saure 


Glyeinin 52,76 7,20 17,40 22,64 0 — 36,0 
Glye¢inin- 

methyl- | 

ester- 49,98 7,22 14,97 22.96 4.87 5,80 8,42 60,1. — 41,0 
hydro- 

chlorid 


Tabelle II. 





Die Proteinkomponente 
F ‘Ilwe H . le Pe 
Aminosiure Qlveinin | '™ Glycininmethyle ster 

, hydrochlorid 


Histidin . ea ; 3,58 2,83 
Arginin . ners 9,28 8,66 
Lysin. . . ee 3,54 0 

Tyrosim . .. 1,78 _ 
Tryptophan . . ee 1,59 0 

a-Amino-N . . ae 5,89 5,59 
a-+o-Amino-N .... 6,23 5.43 


In den Tierversuchen wurden Praparate mit einem gewissen Aschen- 
und Feuchtigkeitsgehalt benutzt (Tabelle IIT). 


Tabelle ILI. 





Feuchtigkeit Asche 


Praparat 
0/, ( 


GENO os ak a we es 15,16 0,29 
Glycininmethylesterhydrochlorid 6,88 0,04 


Die Bedingungen, unter denen die Experimente zur Erreichung 
einer aktiven Anaphylaxie an Meerschweinchen mit schwachen Losungen 
von Glycinin und seinem Methyvlester ausgefiihrt wurden, unterschieden 


sich nicht von den ailgemein tiblichen (9). 

Wie das Glycinin bedingte auch das Glycininmethylesterhydro- 
chlorid bei Reinjektionen bei Meerschweinchen das Auftreten des 
klassischen Anaphylaxiezustandes, der unter Erscheinungen von 
Atemnot, scharf ausgesprochener Schwache, Konvulsion, Zyanose, 
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starkem Temperaturfall und mit dem Tod der Tiere im Laufe von kurze: | 
Zeit endete (Tabelle TV). 
Tabelle LV. 





Glycinin Methoxyliertes Glycinin 


Dose des Priparats der | 5 bis 10mg; n/100NaOH; = 5 bis 7,5 mg; Hy0O bi 
ersten Injektion und ihre || pq 7,5 bis 8,4; unter die — destilliert; py 4,8 bis 
Charakteristik | Bauchhaut 5,5; unter die Bauchhaut 


Praanaphylaktische | 


Periode | 14 Tage 14 Tage 


Gewicht, Geschlecht, 
Temperatur der Meer- | 300 bis 350g; 292 und | 300 bis 350g; 22 und 
schweinchen (wihrend | oo"; 38,6 bis 39,19 C oo; 38,5 bis 38,89 ( 
der Reinjektion) 
Dose des Priaparats der 
zweiten Injektion und 
ihre Charakteristik | 


15 bis 40mg; HO b 
destilliert; py 4,8 bis 
5,5; v. jugul. 


25 bis 40 mg; n/100 NaOH: 
Pa 7,5 bis 8,4; v. jugul. 


: : ws Schock, der mit dem 
Schock, der mit dem Tode pat k as . F 
one 9 bhi lode des Tieres nach 5 
Ts _ des Tieres nach 2 bis 4 : ; 

Resultat der Re- : Si bis 8 Minuten endet 
rare Ter ol Minuten endet ; die Korper- Bin. i ahd 
4. : 4 \ 4 ere r 

} | temperatur fallt bis auf I I 


35,0 bis 36,49 fallt bis auf 35,5 bis 
36° ( 

Somit verhielt sich das methoxylierte Glycinin, im Gegensatz zu 
unseren Erwartungen, als Antigen ebenso wie das Glycinin. 

Unter genau den gleichen Bedingungen wurden nach bestimmtem 
Schema (Tabelle V) Kreuzversuche ausgefiihrt. 


Tabelle V. 





(2) Dose 


1) Dose ——- 
ro ree (4) Methoxyliertes 


(3) Glyeinin Glycinin 


(1) Glycinin Schock (1+ 3)  Sehoek (1 + 4) 


(2) Methoxyliertes Schock (2 + 3) Schock (2+ 4) 
Glyeinin 


Diese Versuche ergaben gleichfalls in allen Fallen, und zwar zu 
gleicher Zeit, den letalen Effekt an Meerschweinchen bei gleichem an- 
aphylaktischen Symptomenkomplex. 

Daraus kann man schlieBen, daB die Methoxylierung der Proteine 
zu keiner in Betracht kommenden Veranderung der Grundstruktur des 
., Proteinmolekiils* fiihrte, da die Spezifitat der anaphylaktischen Re- 
aktion. nach der Ansicht von Wells (2) und Osborne (10), nicht durch 
die chemische Struktur des ganzen_ ,,Proteinmolekiils’*, sondern nur 
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durch bestimmte Gruppen oder Radikale desselben bedingt wird. 
Wahrscheinlich behalt das methoxylierte Glycinin diese Gruppen 
unverandert. 

Zum Schlu8 soll erwahnt werden, daB aus Sojabohnen bei bestimmter 
Methodik ein Proteinpraparat extrahiert werden kann, das im Gegensatz 
zu Glyecinin bei Meerschweinchen keinen anaphylaktischen Schock gibt (11). 


Schlubfolgerungen. 

1. Durch Injektionen schwacher Lésungen methoxylierten Glyci- 
nins kann bei Meerschweinchen ein klassischer anaphylaktischer Schock 
hervorgerufen werden. — 2. Das methoxylierte Glycinin ist ein Antigen, 
gleich dem Glycinin selbst. — 3. Die Methoxylierung der Proteine ruft 
offenbar keine gréberen Veranderungen der Struktur des _ ,,Protein- 
molekiils** hervor, wie sich aus Kreuzversuchen ergibt. 
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Eine Mikromethode 
zum Nachweis verschiedener Strychninsalze. 


Von 
D. v. Klobusitzky. 


(Aus der physikalisch-chemischen Abteilung des Butantan-Instituts 
in Sao Paulo, Brasilien.) 


(Eingegangen am 2. Februar 1954.) 


Im Laufe anderer Untersuchungen habe ich bemerkt, daB das 
Natriumsalz der Glycerinphosphorsaure (Natrium glycerophosphoricum, 
Na—PO,C,HgQO,) mit Strychninsulfat beim Kochen einen Niederschlag 
gibt, und es lag daher nahe, dies auch in bezug auf andere Strychninsalze 
und sonstige Alkaloide zu untersuchen. Die Versuche haben gezeigt, 
daB die erwahnte Fallungsreaktion die charakteristische Eigenschaft 
einiger Strychninsalze ist und daB sie geeignet ist, kleine Mengen 
derselben nachzuweisen. 


Untersucht wurden die folgenden Strychninverbindungen bzw 
Alkaloide: Strychninsulfat, Strychninchlorid, Strychninnitrat, Strychnin- 
phosphat, Strychninhypophosphit, Strychninarsenat, Strychninkakodylat, 
Strychninglycerophosphat, Atropin, Atropinsulfat, Morphinchlorid, Vera- 
trin, Pilocarpinchlorid, Coffein, Digitoxin, Aconitin. 


Als Reagens wurde das Natriumglycerophosphat ,,Merek* in 2, 4. 


20 und 50°.igen  wasserigen Lésungen und in verschiedenen Volumen- 
verhaltnissen angewendet, und zwar erwies sich die Verwendung eines 
gleichen Volumens einer 4°,igen Lésung als am _ giinstigsten. Aus 
konzentrierteren Lésungen scheidet sich namlich unter dem EinfluB det 
Strychninsalze (manchmal schon in der Kalte) soviel Natriumglycero 
phosphat aus, daB dadurch das Auffinden der charakteristischen Strychnin 
salzkristalle sehr erschwert wird. 

Die folgende Ausfiihrung der Probe hat sich bewahrt: Aus der strychnin 
haltigen Lésung wird '/, ccm in ein kleines, konisches Zentrifugenr6hrchen 
gegeben, nachher wird das gleiche Volumen einer 4°,igen Natriumglycero 
phosphatlésung hinzugefiigt, der Inhalt des Réhrehens durchgemischt und 
bis zum Sieden erhitzt. Nach kurzem Sieden ('/, Minute geniigt vollkommen) 
wird der Inhalt des Réhrehens abgekiih]t und wenn sehr wenig Strychnin- 
salz vorhanden war zentrifugiert. Nachdem die Fliissigkeit mit einer 
Kapillarpipette abgesaugt wurde, wird der Bodensatz mit einer Platindse 
auf einen Objekttrager gegeben und, noch vor dem Eintrocknen, mikro- 
skopisch untersucht. 











Nachweis verschiedener Strychninsalze. 12] 


Von den untersuchten Strychninverbindungen gaben die folgenden 
ein positives Resultat: 
Strychninsulfat, und zwar bis 10 y, 
Strychninchlorid, 
Strychninnitrat, i 
. . und zwar bis 50 y. 
Strychnin phos phat, | 
Strychningl ycero phos phat, 


Von der Mitteilung von Mikrophotogrammen wurde Abstand 
genommen, doch kénnen die charakteristischen Kristalle leicht 
durch Vergleichsversuche erkannt werden. Hierzu eignen sich am 
besten 0,05 °,ige Strychninsalzlésungen, von denen 2 bis 3ccem ge- 
nommen werden sollen. GréBe und Form der Kristalle sind von der 
Menge der Strychninverbindung unabhangig. 

Es ist sehr wahrscheinlich, daB das Natriumglycerophosphat mit 
den Strychninsalzen komplexe Verbindungen (im Sinne’ Werners) 
bildet, welche verschiedene, von dem Anion des Strychninsalzes ab- 
hangige Kristallformen bilden. Die Annahme komplexer Verbindungen 
wird man deshalb in Erwagung ziehen diirfen, weil die Kristalle sehr 
unbestandig sind und leicht, z. B. allein durch langeres Stehen bei 
Zimmertemperatur eine Anderung zeigen, und zwar in dem Sinne, 
daB sie einander ahnlich werden, und aus den neugebildeten Kristall- 
formen kann man auf frei gewordenes Strychnin schlieBen. 

Die Anwesenheit der anderen, oben erwaihnten Alkaloide stort 
die Reaktion im allgemeinen nicht, und ebensowenig wird ihre Emp- 
findlichkeit durch dieselbe herabgesetzt. Eine Ausnahme bildet jedoch 
das Strychninchlorid, welches in Anwesenheit von Aconitin nur bis 
zu eier Menge von 150 y nachweisbar ist. 

Die Probe ist im Harn nicht anwendbar, da einerseits derselbe mit 
dem Glycerophosphat einen voluminésen Niederschlag gibt und anderer- 
seits der Harn die Niederschlagbildung zu verhindern scheint, wenigstens 
konnte ich aus Harn die charakteristischen Kristalle nie gewinnen. 


Zusammenfassung. 

Ys wird eine Mikromethode beschrieben, die es zulaBt, sehr kleine 
Mengen von Strychninsulfat, Strychninchlorid, Strychninnitrat, Strych- 
ninphosphat und Strychninglycerophosphat in Anwesenheit von 
anderen Alkaloiden nachzuweisen. 

Das Verfahren beruht darauf, da die erwahnten Strychnin- 
verbindungen mit einer 4°,igen Natriumglycerophosphatlésung beim 
Sieden charakteristische und leicht erkennbare kristallinische Nieder- 
schlage geben. 











Uber Aufbau und Stoffwechsel der Pflanze unter dem Einflub 
der Mineralsalzernihrung. 


Il. Mitteilung!?: 
Der osmotische Wert des PreBsaftes von Tabakblittern in seiner Abhingigkeit 
von der Mineralsalzernihrung der Pflanze. 
Von 
Karl Boning und Elisabeth Béning-Seubert. 


(Aus der Bayerischen Landesanstalt fiir Pflanzenbau und Pflanzenschutz 
in. Miinchen.) 


(Eingegangen am 10, Februar 1934.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. Kinleitung. 

Der osmotische Wert des PreBsaftes als Indikator fiir den Wasser- 
haushalt und damit als grundlegende physiologische Zustandsgrébe 
hat erst in neuerer Zeit gréBere Beachtung gefunden. Von der ékologi- 
schen Seite her wurde das Problem namentlich von H. Walter (29) 
eingehender studiert. Von ihm wurde hauptsachlich die Frage be- 
handelt, inwieweit Klima und Boden den Wasserhaushalt und damit 
die Struktur und Verbreitungsméglichkeit der Pflanzen beeinflussen. 
Hierbei wurden besonders wildwachsende Pflanzen unter den gegebenen 
naturlichen Verhaltnissen untersucht. So wichtig nun zwar die gegebenen 
Wasserverhaltnisse am Standort fiir die Existenzméglichkeit und den 
inneren Aufbau einer Pflanzenart sind, so ist doch zu beriicksichtigen, 
da sie nicht allein die Voraussetzung fiir Wachstum und Entwicklung 
bilden, sondern daB auBerdem auch die Zusammensetzung des Bodens 
in bezug auf seine Nahrstoffe von groBer Bedeutung ist. Dies gilt vor 
allem dann, wenn derartige Untersuchungen auf Kulturpflanzen aus- 
gedehnt werden. Der osmotische Wert des Zellsaftes wird jedenfalls 
nicht nur von der von Klima und Standort abhangigen an sich verfiig- 
baren Wassermenge bestimmt, sondern er ist mindestens ebenso ab- 
hangig von dem Gehalt des Bodens an aufnehmbaren Mineralsalzen 
und den durch diese bewirkten Verainderungen des Stoffwechsels, die 
die Wasserbilanz wesentlich beeinflussen. Diese Verhaltnisse miissen 
aber insbesondere bei unseren Kulturbéden Beriicksichtigung finden, 
die durch die kiinstliche Diingung oft weitgehend verandert werden. 


1 In der ersten Mitteilung wurden Wasserstoffionenkonzentration und 
Pufferung in ihrer Abhangigkeit von der Mineralsalzernihrung (diese 
Zeitschr. 247, 35, 1932) behandelt. 
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Erwahnt seien in diesem Zusammenhang z. B. die Arbeiten von MJerken- 
schlager und Mitarbeitern (16) iiber den Abbau der Kartoffel, die jedenfalls 
gezeigt haben, wie Klima, Boden und Diingung mit Mineralsalzen zu- 
sammenwirken in der Begiinstigung bestimmter physiologischer Er- 
krankungen, die zu schweren Schadigungen fiir den Fortbestand der Art 
fiihren kénnen. 

Die Untersuchungen von H. Walter haben bereits dargetan, dai 
osmotischer Wert und Standortsbedingungen nur bis zum gewissen 
Grade in direkter Beziehung zueinander stehen. Klima und Boden 
wirken mehr indirekt iiber den Stoffwechsel auf die osmotischen Ver- 
haltnisse im Zellsaft ein. Ebensowenig diirfen wir eine einfache Be- 
ziehung zwischen Mineralsalzernahrung und osmotischem Wert erwarten, 
da der osmotische Wert des Zellsaftes cine summative GréBe ist und 
nicht allein von den im Zellsaft enthaltenen mineralischen Bestandteilen 
abhangig ist, die ihm durch die Bodennahrlésung zugefiihrt werden, 
sondern ebensosehr von unter dem EinfluB dieser Salze im Stoffwechsel 
gebildeten osmotisch wirksamen Stoffen organischer Natur, wie Zuckern, 
organischen Sauren, Aminoverbindungen und dergleichen: schlie&lich 
spielt aber auch der wiederum von der Ernahrung abhingige Quellungs- 
zustand der Kolloide eine groBe Rolle. Diese Abhangigkeit des osmoti- 
schen Wertes erméglicht es zwar, einen Uberblick iiber den physio- 
logischen Zustand der verschieden ernadhrten Pflanzen zu gewinnen 
und gestattet auch mancherlei Schliisse in bezug auf den gesamten 
Stoffwechsel, aber die vielseitige Abhangigkeit erschwert auch wiederum 
die Klarlegung der Beziehungen im einzelnen. Unter diesen Umstanden 
mu die Fragestellung sehr umfangreich werden, um alle in Betracht 
kommenden Faktoren zu beriicksichtigen; bei der Abhangigkeit jeder 
Kinzeluntersuchung von den variablen GréBen der Witterung (Tem- 
peratur, Feuchtigkeit, Belichtung) sind zudem 6ftere Wiederholungen 
notwendig, um festzustellen, ob Unterschiede zwischen den ermittelten 
Werten verschieden ernahrter Pflanzen tatsachlich auf eindeutige 
Wirkungen der Mineralsalzernahrung selbst oder auf ein zufalliges 
Zusammentreffen anderweitiger Umweltbedingungen zurickzufiihren 
sind. 

Von den Faktoren Salze, Wasser, Kolloide und im Stoffwechsel 
gebildete osmotisch wirksame organische Substanzen, die die Hohe 
des osmotischen Wertes bestimmen, soll im folgenden zunachst der direkte 
Kinflu8 der Salze eingehender behandelt werden, deshalb, weil die 
mengenmaigen Schwankungen der im Zellsaft gelésten Mineralsalze 
wohl kaum so wechselnd sein diirften wie die taglichen, ja stiindlichen 
Veranderungen im Wassergehalt bzw. im Kohlenhydratstoffwechsel. 
In einer weiteren Arbeit soll dann der EinfluB der Salze auf die Wasser- 
bilanz und den Kohlenhydratstoffwechsel und deren Beziehungen zum 
osmotischen Wert naher erértert werden. 
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Bei der Anstellung der Versuche kam es uns zunachst weniger daraut 
an, das Verhalten der fiir die Ernahrung wichtigen Anionen und Kationen 
im einzelnen miteinander zu vergleichen, sondern es sollte hauptsachlich 
untersucht werden, welche Wirkungen auf den osmotischen Wert sich geltend 
machen, wenn ein oder mehrere lonen weggelassen oder in erhéhter Menge 
gegeben werden. Daher kam auch fiir die Mehrzahl der Versuche ein Ersatz 
der weggelassenen lonen durch andere ahnlich wirksame, wie er vielfach 
in Riicksicht auf die Ausgeglichenheit der Nahrlésung vorgenommen wird, 
nicht in Frage, da ja auch bei der Diingung in der Praxis die betreffenden 
Mineralsalze in verschiedener Héhe gegeben oder fortgelassen werden, ohne 
daB im letzteren Falle ein Ersatz erfolgt. Allerdings werden hierbei nicht 
nur die Nahrstoffionen der Mineralsalze, sondern auch ihre Nebenionen 
mit variert, was die Deutung der Wirkung des einzelnen lons sehr er- 
schweren kann. Aus diesem Grunde erwiesen sich erganzende Versuche 
mit Umstellungen im Nahrstoffgemisch und ausgeglichenen Nahrlésungen 
ebenfalls als nctwendig. 

Die Heranzucht der Versuchspflanzen, die ausschlieBlich in Vegetations- 
gefaBen mit einem fiir alle Versuche gleichmaBigen Bodengemisch aus nahr- 
stofffreiem Sand und Torf zur Ansetzung kamen, denen die Nahrstoffe in 
Form von chemisch reinen Salzen zugefiigt und die wahrend der Vegetation 
gleichmaBig mit Wasser versorgt wurden, erfolgte im einzelnen den Angaben 
der ersten Mitteilung (3) entsprechend, auf die daher verwiesen sei. Auch 
die PrebBsaftgewinnung erfolgte auf die dort angegebene Weise. Die Be- 
stimmungen des osmotischen Wertes wurden ausgefiihrt mit dem Mikro- 
kryoskop von Deucker-Burian nach der Methode von H. Walter (30). Die 
ersten Versuche wurden 1930 begonnen und 1931—1933 auf erweiterter 
Basis fortgefiihrt. Eine kurze Zusammenfassung einiger Ergebnisse, soweit 
sie fiir das Problem der Empfanglichkeit verschieden ernahrter Pflanzen 
fiir Parasiten von Bedeutung sind, wurde bereits an anderer Stelle ver- 
Offentlicht (4). 

Die Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit wurde ermdglicht 
durch die Bereitstellung von Apparaten durch die Notgemeinschaft 
der Deutschen Wissenschaft. Es ist uns eine angenehme Pflicht, der 
Notgemeinschaft sowie Herrn Geheimrat Prof. Dr. O. Appel, der die 
Eingabe befiirwortete, auch an dieser Stelle unseren ergebensten Dank 
zum Ausdruck zu bringen. 


Il. Der Einflu8 der Nihrsalze auf die Héhe des osmotischen Wertes. 


Bei Betrachtung des Einflusses der Néahrsalze bzw. ihrer [onen aut 
den osmotischen Wert des Zellsaftes ist es zweckmiaBig, eine Zusammen- 
setzung des Nihrsalzgemisches zugrunde zu legen, in dem samtliche fiir die 
Ernahrung wichtigen Mineralsalze in mittleren Mengen und in der fiir 
die Pflanze geeigneten Form vorhanden sind, so daB eine normale Ent- 
wicklung gewahrleistet ist. Diese ,,Grunddiingung*: setzte sich bei unseren 
Versuchen in der Hauptsache aus folgenden Salzgn zusammen: K,SQ,, 
NH,NO,, Ca(H,PO,4)., CaCO;,, MgSO, und Fesb,. enthielt also, ab- 
gesehen von denjenigen lonen, die wie z. B. Mn, B usw., nur in geringer 
Menge benétigt werden und die bereits in dem fiir die Versuche verwendeten 
roten Quarzsand in ausreichendem MaBe vorhanden waren, von den 
wichtigeren Kationen K’, Ca”, Mg’ und NH. von Anionen SO), H,PO,, 
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baw. durch Umsetzung HPO, und PO{'*, und NO... Dieses Nahrstoff- 
gemisch ist, wenn die Salze in entsprechenden Mengen verabfolgt werden, 
ausbalanciert, dh es enthalt mit Ausnahme von NH, NO‘, und K’ nu 
solche lonen, die langsam aufgenommen werden und weniger stark quellend 
wirken. Es wird damit eine Giftwirkung der erstgenannten lonen dureh 

a * * ae . 
zu rasches Eindringen verhindert ; so wirkt z. B. Ca” der zu schnellen Auf 
nahme entgegen, und ahnlich wirken auch Sulfat und Phosphat. 


1. Der Einflup des Kaliums. 

Wird nun in diesem Niahrstoffgemisch die Menge des Kalisalzes 
erhoht, so steigt damit der osmotische Wert der Bodennahrlésung an. 
Infolge der leichten Aufnehmbarkeit und der die Permeation erhéhenden 
Wirkung des K’ erfihrt auch der osmotische Wert im Zellsaft meist 
eine deutliche Erh6hung. Umgekehrt tritt mit Verringerung der Kaligabe 
der Regel nach eine Erniedrigung des osmotischen Wertes ein (vgl. 
z. B. Tabelle I, Nr. 1, 2 und 3 und Tabelle IIT, Nr. 1, 2 und 8). 

Mitunter tritt jedoch bei verstarkter Kaligabe auch eine Erniedrigung 
des osmotischen Wertes ein. Es ist das dann der Fall, wenn die zu starke 
Kaligabe zu Wachstumsschadigungen fiihrt. Wahrscheinlich ist der Riick- 
gang des osmcotischen Wertes aber als eine Folge der gleichzeitig ver- 
starkten Sulfatgabe anzusehen, die der Kaliaufnahme entgegenwirken kann 
(Kali wurde normalerweise als Sulfat verabfolgt). (Vel. z. B. Tabelle [Va. 
Nr. | und 4.) 

Kalimangel fiihrt, solange sich die Pflanzen noch in vollem Wachstum 
befinden, stets zu auffallig niedrigen Werten, bei alteren Pflanzen treten 
jedoch nicht selten sprunghafte Steigerungen des osmotischen Wertes 
ein (vgl. z. B. Tabelle II], Nr. 8 und 9 oder Tabelle IVb, Nr. 2). Es 
dirfte dies darauf zuriickzufiihren sein, daB Kalimangelpflanzen, 
besonders wenn sie den Héhepunkt der Entwicklung iiberschritten 
haben, sehr welkeempfindlich werden: die Entquellung der Plasma- 
kolloide wird dann mehr und mehr irreversibel und damit die Regu- 
lierung des Wasserhaushalts schwer geschadigt. Zudem fiihrt der 
unter diesen Umstainden nur noch abbauende Stoffwechsel zu einer 
Anhaufung von osmotisch wirksamen Stoffen, wie Zucker, Amino- 
und Ammoniumverbindungen, die eine Erhéhung des osmotischen 
Wertes herbeifiihren diirften. 


Von diesen Ausnahmen abgesehen, gilt die allgemeine Wirkung 
des Kalis auch dann, wenn Stickstoff und Phosphorséure gleichzeitig 
in verschieden hohen Gaben verabfolgt werden. 


* Infolge der Umsetzungen im Boden ist es ungewib, in welcher Form 
die Phosphorséure jeweils fiir die Pflanze zur Verfiigung steht. Wegen 
der Schwierigkeiten, im einzelnen Falle anzugeben, um welches Phosphation 
es sich handelt, soll im folgenden statt der chemischen Formel meist einfach 
die Bezeichnung Phosphat angewendet werden. 
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Das geht z. B. aus den in der folgenden Ubersicht unter a) und b 
angetihrten Bestimmungen vom 25. August 1931 hervor, denen zum Ver 
gleich Bestimmungen vom 26. August 1931 von einer Reihe mit mittleren 
Stickstoff- und Phosphorsiuregaben (c) und vom 24. August 1931 von 
einer Reihe, die statt in emem Tort-Sandgemisch in nahrstoffverarmte: 
Ackererde herangezogen worden war (d), gegentibergestellt sind: 





a b ¢ d 


Ernihrung 4 in Atm. Erna&hrang 4 in Atm. | Ernihrung / in Atm. | Ernahrung sin Atm 


KyN1,P 883 | KyN 
K Ny,P 943 KN 
K,N1,P 10,60  KyN 
K,Ny,P 10,58 | KgN 


1, 823 | Ky,NP 841 | K,NP _ 8,71 
1, 1024 | K NP 908 KNP 10,16 
4, 997 K, NP 1021. K,NP 9,97 
1, 1012 | K, NP 963 | K,NP 11,09 


Die Wirkung des Kalis gilt aber auch unabhangig davon, mit 
welchen Anionen es zusammen gegeben wird; jedoch wird das Kali 
anscheinend um so leichter aufgenommen, je mehr das Anion, an das 
es gebunden ist, selbst wieder die Permeabilitat fordert. Das ist am 
stirksten der Fall bei Cl’ und NOs, weniger bei Sulfat und Phosphat. 
Das laBt sich auch aus den osmotischen Werten ersehen. In einer 
Versuchsreihe von 1932, in der bei Verabfolgung mittlerer Mengen 
Kali als Chlorid, Nitrat, Sulfat oder Phosphat gegeben wurde, ergaben 
sich z. B. bei wiederholter Untersuchung im Laufe der Entwicklung 
folgende Mittelwerte: bei Diingung mit KCl 12,03 Atm., mit KNO, 
10,99 Atm., mit KH,PO, 10,90 Atm. und mit K,SO, 9,70 Atm. 
Diese Reihenfolge stimmt im groBen und ganzen mit den Analysen 
von Lundegardh (15) iiberein, nach denen Kali in der Reihenfolge 
KN Os ,, KCl, KH, PO, und K,S 0, nach dem Sulfat hin in abnehmender 
Starke aufgenommen wird. Abweichungen insbesondere beim Nitrat 
erklaren sich aus der verschiedenen Verwendbarkeit der Anionen im 
Stoffwechsel, die ja ebenfalls die Héhe des osmotischen Wertes mit- 
‘bestimmen. Eingehender wurde die Frage der Anionenwirkung bei ab- 
gestufter Kaligabe in einem Versuch von 1931 untersucht, in dem Kali- 
und Stickstoffsalze als Chloride, Sulfate oder Nitrate in verschiedener 
Weise kombiniert wurden. Hierbei ergab sich wiederum bei vierfacher 
Kaligabe durchgangig eine Erhéhung der osmotischen Werte gegeniiber 
einfacher Kaligabe, wahrend Kalimangel aus weiter unten zu_be- 
handelnden Griinden hier im einzelnen groBe Unterschiede aufwies. 
Auffallig ist es vor allem, daB die Verainderungen innerhalb der Anionen 
auf die Héhe des osmotischen Wertes bei Grunddiingung einen gréBeren 
EinfluB ausiiben als bei vierfacher Kaligabe. So schwanken die Mittel- 
werte (vgl. Tabelle 11) im ersteren Falle zwischen 7,78 und 10,43 Atm. 
(Differenz 2,65 Atm.), im letzteren nur zwischen 9.46 und 11,28 Atm. 
(Differenz 1,82 Atm.). Es scheint demnach, dafB durch die starke Kali- 
zufuhr die spezifische Wirkungsweise der Anionen zuriickgedrangt wird. 
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Kine ahnliche Feststellung ergibt sich wbrigens auch fiir Phosphor- 
siuremangel, der ja gleichfalls relativen Kaliiiberschu8 bedeutet  (vgl. 
S.141). Umgekehrt kommt der Einflup der Anionen bei Verminderung 
der Kaligabe deutlicher zum Ausdruck.  Insbesondere unterbleibt bei 
Zufuhr von Cl’ die sonst fiir Kalimangel charakteristische Erniedrigung 
des osmotischen Wertes; im Gegenteil lassen sich bei chloridhaltiger 
Kalimangelernahrung meist sehr hohe Werte feststellen (vgl. z. B. 
Tabelle I1Ib, Nr. 14 oder Tabelle IVb, Nr. 19 gegeniiber Nr. 2, 1s 
und 20). 
2. Der EinjluB des Calciums. 

Im Gegensatz zum Kalium wirkte Calcium in héheren Mengen 
im allgemeinen erniedrigend auf den osmotischen Wert. | Calcium- 
mangel unterschied sich entweder nicht sehr von Grunddiingung mit 
einfacher Calciumgabe oder ergab etwas niedrigere Werte (vgl. z. B. 
hierzu die Mittelwerte der Untersuchungen von 1931 auf Tabelle | 
oder von 1932 auf Tabelle IIa). 

In den Versuchen von 1933 waren dagegen gelegentlich auch bei 
CalciumiiberschuB héhere Werte als bei Calcitummangel zu verzeichnen. 
Es handelte sich dabei aber um solche Proben, die entweder in den 
frihen Vormittagsstunden entnommen worden waren oder um solche, 
denen vor der Verarbeitung zur PreBsaftgewinnung Gelegenheit zur 
Wasseraufnahme gegeben wurde. Da Calcium bekanntlich die Wasser- 
aufnahme hemmt, so kann bei Calciummange] Wasser leichter und 
rascher eindringen und damit zu einer starkeren Erniedrigung des 
osmotischen Wertes fiihren. Andererseits wird aber bei Calciummangel] 
auch das Wasser leichter abgegeben, und damit tritt schneller ein Welken 
der Pflanze ein, wihrend durch erhéhten Calciumgehalt nach unseren 
Untersuchungen im Gegensatz zu den Literaturangaben von Hansteen- 
Cranner (7), Reed (22), Kisser (12) und Schmalfuss (25) die Welke- 
resistenz der Pflanzen erhéht wird. Das fiihrt dazu, daB bei Calcium- 
iiberschu8 der osmotische Wert langsamer ansteigt als bei Calcium- 
mangel, so daB in der Regel der osmotische Wert im letzteren Falle 
héher liegt. Diese Beziehung zum Wasserhaushalt ist namentlich auch 
daraus zu erkennen, da bei mehreren Bestimmungen des osmotischen 
Wertes zu verschiedenen Zeiten die einzelnen Werte untereinander 
bei Calctummangel starker variieren als bei Calciumiiberschuf. 

So betrug z. B. die durchschnittliche Abweichung vom Mittelwert 
in der Versuchsreihe von 1933 (Tabelle [Va) aus je sechs Bestimmungen 
bei Caleciummangel 0,94 Atm., bei einfacher Gabe 0,91 Atm., und bei vier- 
facher Gabe 0,56 Atm. 

Bei Calciummangel ist ferner die Schwankung des osmotischen 
Wertes bei Veranderung der Gaben der iibrigen Nahrstoffe gréBer als 
bei CalciumiiberschuS. 
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So betrug in den Versuchen von 1931 die durchschnittlche Abweichung 
vom Mittelwert innerhalb einer Ernahrungsreihe mit sieben verschiedenen 
\bstufungen der Nahrstoffgaben (die chloridhaltigen Ernahrungen det 
teihen von Tabelle | sind hier weggelassen!) bei Caletummangel 1,14 Atm.. 
bei vierfacher Calciumgabe aber nur 0,44 Atm., ferner bei halber Caleitum 
gabe 0,85 Atm. (alte Blatter) und 1,31 Atm. (junge Blatter), bei doppelte 
Calciumgabe dagegen entsprechend 0,68 Atm. und 0,59 Ati. 

Der Einflup der iibrigen lonen auf den osmotischen Wert wird dem- 
nach mit steigenden Calciumgaben dhnlich wie mit steigenden Kaligaben 
zuriickgedraingt. Wahrend Kali in héheren Gaben jedoch eine Stabili- 
sierung des osmotischen Wertes auf erhéhtem Niveau verursacht, 

. . . y . . . . * 
wirkt Calcium im UberschuB mehr regulierend auf eine mittlere Hohe 
des osmotischen Wertes cin, ohne Riicksicht auf die sonstige Zusammen- 
setzung des Nahrstoffgemisches. Die Wirkung diirfte einmal darauf 
beruhen, daB Calcium ahnlich wie Kalium mit steigenden Gaben die 
Anionenwirkung zuriickdraingt, ferner aber auch darauf, daB~ ent- 
sprechend dem Kalk—Kali-Antagonismus auch die Kaliaufnahme 
verringert wird. (Bei gleichzeitiger Kalk- und KaliiiberschuBernahrung 
wird jedoch der EinfluB8 des Kalkes wieder stark zurickgedrangt.) 

Bei Kalimangel tritt, wie man aus der Entwicklung der Pflanze je nach 
der zur Vertiigung stehenden Ca-Menge schlieBen darf, zweifellos ein ge- 
wisser Ersatz des Kalis durch Calcium ein. Wurde bei Kalimangel das 
weggelassene Kaliumsulfat durch eine entsprechende Menge Calciumsulfat 
ersetzt, so trat eine Erhéhung des osmotischen Wertes gegentiber reinem 
Kalimangel ohne entsprechenden Ersatz des Kalis durch andere Kationen 
ein. Die Erhéhung war jedoch nicht starker, als wenn lediglich eine Zugabe 
von SO} durch Ersetzung von NH,NO, durch (NH,),SO, erfolgte.  Zu- 
fallig ergaben sich bei zweimaliger Untersuchung in beiden Fallen die 
gleichen Werte: 





Ernihrung 1. VII. 15. VIII. 
ii, ter Cases, CACO.) 2 SO 0 ee he 8,67 Atm. 8,91 Atm. 
K1;,,NP((NH,)gSO,, CaCQOs) .. 1... 12s OSI, 10.84 
Ki NP(NH,NO,, CaC Og) + CaSO, in Ki, aq... 981 , 10,54 


Es scheint demnach, daB die Erhéhung vorwiegend auf eine Sultat 
wirkung zuriickzufiihren ist. Eine Steigerung des Calciumgehaltes in aqui- 
valenter Menge einer Kaliiiberschu8diingung unter Zugrundelegung gleichen 
Sulfatgehaltes ergab in sieben Einzelbestimmungen (1933) fiir Kalitiberschul 
(vierfach) durchschnittlich héhere Werte als fiir entsprechend2 Calcium- 
gaben (11,32 Atm. gegen 10,53 Atm.). Nach der den osmotischen Wert 
herabsetzenden Wirkung des Caleitums war dieses Ergebnis an sich zu er 
warten; allerdings handelte es sich im vorliegenden Falle absolut genommen 
um wesentlich geringere Caleitummengen als in sonstigen Vergleichsversuchen 
mit vierfacher Caletumgabe. Da im vorliegenden Falle beide Ernahrungs- 
formen auf gleichen Sulfatgehalt abgestimmt waren, diirfte in dem Unter- 
schied der osmotischen Werte der geringere EintluB des zweiwertigen 
Ca im Vergleich mit dem einwertigen K zum Ausdruck kommen. 
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3d. Der Kinflup des Magnesiums. 


In einer Versuchsreihe von 1933 war der osmotische Wert bei Magnesium 
mangel niedriger als bei MagnesiumiiberschuB, wenn Magnesium als Carbonat 
verabfolgt wurde. Fine Bestimmung vom 5. September ergab z. B. fii 
KNPMg, mit Ca einfach 8.43 Atm., mit Ca vierfach 8.31 Atm... KNPMe, 
mit Ca einfach 9,81 Atm., mit Ca vierfach 9,51 Atm. 

In der bereits oben erwiéihnten Kalimangelversuchsreihe, in der das 
fehlende Kaliumsalfat durech aquivalente Mengen von Magnesiumsulfat 
ersetzt wurde, war zwar eine Erhéhung des osmotischen Wertes gegeniibe: 
reinem Kalimangel zu verzeichnen; der osmotische Wert blieb jedoch unte: 
dem entsprechenden Wert fiir Kalimangel mit Zusatz von CaSO, oder 
SO} allein, wie sich beim Vergleich der oben mitgeteilten osmotischen 
Werte mit dem fiir Ki NP + Mg7, K aquivalent am 1. August von 9,15 Atm. 
und am 15. August von 9,33 Atm. ergibt. 

Wurde Magnesiumsulfat zur Grunddiingung in einer Menge gegeben, 
so daB die insgesamt vorhandene Sulfatmenge vierfacher Kalisulfatgabe 
entsprach, so ergab sich durch die verstairkte Magnesiumgabe gegeniiber 
Grunddtingung in einem Falle keine, in zwei anderen Fallen eine wesentlich 
geringere Steigerung des osmotischen Wertes, als sie bei entsprechender 
KaliiiberschuBgabe eintrat (vgl. Tabelle IVb, Nr. 1, 3 und 11). 

Nach diesen Ergebnissen diirfte Magnesium in bezug auf seine 
Wirkung auf den osmotischen Wert zwischen Kalium und Calcium 
stehen, doch etwas mehr dem Kalium gendahert. 


4. Der Einflup des Natriwms. 

Der EinfluB von Natrium wurde 1932 dadurch zu ermitteln ver- 
sucht, daB an Stelle von NH,NO, die gleiche N-Menge in Form von 
NaNO, verabfolgt wurde. Hierbei ergab sich, daB Na den osmotischen 
Wert bei Grunddiingung und besonders bei StickstoffiiberschuB erhéht, 
bei KaliiiberschuB jedoch eher erniedrigt. 


So wurden folgende osmotische Werte festgestellt bei 


‘KNP am 16. VI.: 7,98, am 5. VILI.: 11,92, am 31. VIIL.: 12,76 Atm. 
KNP+WNa ,, 16. VI.: 10,42, ,, 5. VIII.: 12,16, ,, 31. VILI.: 11,98 
K,NP » 16. VI.: 8,76, ,. 5. VIII.: 12,88, ,, 31. VITI.: 14,20 
K,NP + Na ,, 16. VI.: 8,88, ,, 5. VIII.: 11,92, ,, 31. VIII.: 12,04 _,, 
KN,P ,» 16. Vi.: 9:15, .,,. 5. VELL: 13,00, ,, 31. VE: — 


KN,P+Na, ,, 16. VI.: 10,90, ,, 5. VIII.: 15,16, ,, 31. VIII.: 12,88 


Der Ersatz von K° dureh Na’ in der bereits oben erwaéhnten Kali- 
mangelreihe von 1933 ergab wie bei Magnesium eine geringere Erhéhung 
gegeniiber reinem Kalimangel als bei Zugabe von Sulfat allein. Die den 
obigen Werten fiir Kalimangel + Ca und Kalimangel + Mg entsprechenden 
Zahlen fiir Kalimangel + Na in K 7/8 aq. betrugen am |. August 9,09 Atm.. 
am 15. August 9.87 Atm. Durch Zugabe von Na als Sulfat zur Grund- 
diingung in Héhe einer K, entsprechenden Menge, so daB die verabfolgte 
Sulfatmenge mit vierfacher Kalisulfatgabe iibereinstimmte, wurde in 
sieben Bestimmungen zwar eine Erhéhung des osmotischen Wertes gegeniiber 
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Grunddungung erzielt, aber die Héhe des Wertes von viertacher Kalisulfat 
diingung nicht erreicht (vgl. Tabelle IVb. Nr. 10). 

Na scheint demnach ebenfalls weniger stark erhéhend auf den 
osmotischen Wert einzuwirken als K’. Dies diirfte damit zusammen 
hangen, daB Na’ auch nur in viel schwacherem MaBe von der Tabak- 
pflanze aufgenommen wird [vgl. hierzu die Zusammenstellungen von 
Aschenanalysen z. B. bei Aissling (13)]. 


». Der EinfluB des Stickstofis. 

Bei Betrachtung des Eimflusses von NH, auf den osmotischen Wert 
erscheint es zweckmaBig. auch die Wirkung von NO), mit einzubeziehen 
und somit zunaéchst einmal die Beziehungen vom Gesichtspunkt der Stick 
stoffdiingung aus allgemein zu behandeln. NH{ kann schon im Boden 
durch die Tatigkeit von nitrifizierenden Bakterien teilweise in NO) um 
gewandelt werden, und umgekehrt kénnen auch denitrifizierende Bakterien 
aus NO! NH, bilden, wahrend in der Pflanze NO‘, einerseits gespeichert 
werden kann, andererseits aber in NH, umgewandelt werden muB, ehe es 
in den Eiwei®stotfwechsel einbezogen werden kann.  Infolgedessen laBt 
es sich praktisch schwer auseinanderhalten, ob eine Einwirkung aut den 
osmotischen Wert im einzelnen mehr dem einen oder dem anderen lon 
zuzuschreiben ist. 

In unseren Versuchen tiber den EinfluB des Stickstoffs gingen wir 
zunachst von einer Grunddiingung aus, in der N in Form von NH,NO, 
gegeben wurde. Wurde hier die N-Gabe gesteigert, so trat besonders 
bei jugendlichen Pflanzen eine deutliche ErhGhung des osmotischen 
Wertes gegeniiber einfacher Gabe ein. Eine Verringerung der N-Gabe 
fiihrte in der Jugend zu einer Abnahme, mit fortschreitender Ent- 
wicklung jedoch ebenfalls zu einem Anstieg des osmotischen Wertes, 
nicht selten sogar tiber den entsprechenden Wert von Stickstoffiiber- 
schuB. Beispiele fiir dieses Verhalten lassen sich aus Tabelle IIT (Nr. 1, 9 
und 10 etwa am 16. Juni und 5, September 1932) oder Tabelle IVb 
(Nr. 1, 4 und 5 am 31. Juli und 28. August 1933) entnehmen. 

DaB eine Steigerung der Stickstoffgabe in Form von NH,NO, 
eine Erhéhung des osmotischen Wertes bewirken mu, ist ebenso leicht 
erklarlich wie die Feststellung, daB eine Verminderung der Stickstoff- 
gabe bei jiingeren Pflanzen in der Regel eine Herabsetzung des osmoti- 
schen Wertes im Zellsaft bedingt. Handelt es sich doch bei NH,NO, 
um ein Salz, dessen Anion und Kation quellungs- und permeations- 
fordernd wirken. Kine Uberdiingung mit NH,NO, wirkt daher leicht 
giftig, wahrscheinlich infolge einer Uberschwemmung der Gewebe 
mit NH,*. die zu einer Wachstumshemmung fiihrt. Ebenso begiinstigt 
NO, die Aufnahme der iibrigen Ionen, so da auch Kali und Phosphor- 


* Es sei hier bemerkt, daB Ammonstickstoff wahrscheinlich als N H,- 
Molekiil noch leichter in die Pflanze eindringt [vg]. hierzu die Anschauungen 
von Mevius (17, 18)| als in Form von NH,. 
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siiure voll ausgenutzt werden diirften. AuBerdem soll auch N H, nach 
Pirschle (21) die Aufnahme der Phosphorsaéure begiinstigen. Da aber 
bei starkem N-Uberschu8 nur ein Teil des aufgenommenen Stickstoffs 
fiir den EiweiBstoffwechsel benétigt wird, diirften NO. und NH, sich 
im Zellsaft anhiufen, was zu einer Erhéhung des osmotischen Wertes 
fiihren mu. 

Bei Stickstoffmangel wird zunachst durch den Ausfall der beiden 
die Salzaufnahme begiinstigenden lonen der osmotische Wert zuriick- 
bleiben miissen: da aber bei der geringeren Gesamtentwicklung der 
Pflanze zugleich ein relativer UberschuB8 an den iibrigen Nahrstoffen 
vorhanden ist, mu sich deren EinfluB in staérkerem MaBe geltend 
machen. So wird z. B. der relative KaliiberschuB in Richtung einer 
Erhéhung des osmotischen Wertes einwirken. Der ebenfalls vorhandene 
relative PhosphorsduretiberschuB diirfte allerdings eine gegenteilige 
Wirkung ausiiben. Die Verhaltnisse bei Stickstoffmangel lassen sich 
jedoch wohl kaum vom Standpunkt der direkten Salz- oder Ionen- 
wirkung allein aus verstehen:; es miissen vielmehr der gesamte Wasser- 
haushalt und die Struktur der Pflanze mit beriicksichtigt werden, die 
allerdings gleichfalls von der Zusammensetzung des Nahrstoffgemisches 
abhangig sind. Stickstoffmangelpflanzen entwickeln eine ausgesprochen 
xeromorphe Struktur, sie besitzen, wie spater noch eingehender zu 
behandeln sein wird, einen geringen Saftgehalt und eine starkere Bindung 
des Wassers an die Kolloide, Verhaltnisse, wie sie 6kologisch bei zahl- 
reichen Steppenpflanzen gegeben sind, die sich ebenfalls durch verhalt- 
nismaBig hohe osmotische Werte auszeichnen. 

Der Einflu®8 der Héhe der Stickstoffgabe auf den osmotischen Wert 
bleibt im allgemeinen auch bei Veranderungen in der Bemessung der 
iibrigen Nahrstoffe erhalten. So ergaben z. B. Untersuchungen von 1931 
in einer Phosphorséiuremangelreihe bei Veriinderung des Stickstoffanteils 
folgende osmotische Werte (Bestimmungen am 25. August): 

KN, P1),: 9,39 Atm., KNi,P: 943 Atm. 

KNP:,: 10,24 ,, KN,Pij,: 10,16 
Die Erniedrigung der Phosphor:aéuregabe wirkte sich hier bei N-Mangel 
jedoch so gut wie nicht aus. Ebenso war auch die Erhéhung der N-Gabe 
auf das Doppelte bei P-Mangel ohne EintluB auf den osmotischen Wert, 
wahrscheinlich aus dem Grunde, weil bereits einfache Gabe bei P-Mangel 
einen relativen N-UberschuB bedingt. 

Bei Verminderung der Kaligabe ergab sich fiir N-Mangel ebenfalls ein 
héherer Wert als fiir Kalimangel mit einfacher oder sogar erhéhter N-Gabe: 
Ki oN »P: 11,68 Atm. KyNi,P: 8,83 Atm. 

Ki,N,P: 10,88 ., KyNP: 8,65 
Einer Erhéhung der Kaligabe gegeniiber blieb der osmotische Wert bei 
N-Mangel unverandert, anscheinend aus dem Grunde, weil bei verminderter 
N-Gabe bereits einfache Kaligaben relativ starker wirksam werden: 


KyNij,P: 10,60 Atm. K,Ni,, P: 10,58 Atm. 
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Auch durch verschiedenen Kalkgehalt wird der EintluB des Stickstoffs aut 
den osmotischen Wert prinzipiell nicht verandert. Durch héhere Kalk- 
yaben werden anscheinend auch nicht, wie es bei anderen Ernahrungs- 
formen im allgemeinen der Fall ist, die Unterschiede zwischen einfachen und 
verstarkten N-Gaben vermindert (vgl. Tabelle I, Nr. | und 5). Bei N-Mangel 
konnte kein eindeutiges Bild gewonnen werden. Beachtlich war jedoch. 
daB nur bei Kalkmangel (Cay und Ca1),) der osmotische Wert von N-Mangel 
iiber dem von eintacher N-Gabe lag (in drei von fiint Bestimmungen), 
wihrend bei KalkiiberschuB (Ca, und Ca,) N-Mangel in allen fiinf Fallen 
stets niedrigere Werte als einfache N-Gabe lieferte (vgl. Tabelle 1). Es 
scheint demnach, das im letzteren Falle die permeationshemmende Wirkung 
des Kalkes und der Ausfall der das Eindringen férdernden NH, und NO‘, 
sich addieren und damit das sonst beobachtete Ansteigen des osmotischen 
Wertes bei N-Mangel mit fortschreitender Entwicklung erschweren. 

Auch bei Verabfolgung von Stickstoff in anderer Form, z. B. als 
Ammoniumsulfat. Ammoniumchlorid oder Calciumnitrat, tritt die den 
osmotischen Wert erhédhende Wirkung einer reichlichen N-Diingung 
deutlich in Erscheinung (vgl. hierzu Tabelle I). Ebenso ergab sich 
bei Verabfolgung von Stickstoff als Natriumnitrat die gleiche Differenz 
(vgl. S. 130). 

Abgesehen von letzterem Falle kommt in diesen Ergebnissen neben 
der Wirkung des Stickstoffs hauptsachlich auch der EinfluB der ver- 
schiedenen Anionen zum Ausdruck, die mit der Steigerung der N-Gabe 
eine besonders starke Erhéhung erfahren. Das ergibt sich auch rein 
zahlenmaBig daraus, wenn man den Schwankungsbereich der Werte 
von einfacher Gabe mit dem der Werte von vierfacher Gabe unter dem 
KinfluB der verschiedenen Anionen miteinander vergleicht. Bei ein- 
facher Gabe betragt die Differenz zwischen dem héchsten und dem 
niedrigsten Wert 2,65 Atm., bei vierfacher Gabe aber 4,11 Atm. /m 
Gegensatz zu verstarkter Kaligabe (mit einer Differenz von nur 1,85 Atm.) 
kommt demnach bei N-Uberschup die Anionenwirkung besonders deutlich 


zur Ge ltung. 


Dieser Umstand wirkt sich erschwerend auf die Beurteilung des 
Kinflusses von NH, aus: denn bei Verabfolgung von NH,Cl oder 
(NH,).SO, diirften es in erster Linie die Anionen sein, die bei gesteigerter 
Gabe eine Erhéhung des osmotischen Wertes hervorrufen. In bezug 
auf das Nitrat liegen die Verhaltnisse anders, da es ja selber in der 
Pflanze in NH, umgewandelt wird. Es ist daher erklarlich, daB, wenn 
Kali und Stickstoff als Nitrate verabfolgt werden und damit das sonst in 
der normalen Grunddiingung mit dem Kali gegebene Sulfat in Wegfall 
kommt, der osmotische Wert auch bei StickstoffiiberschuB nicht héher 
als bei einfacher N-Gabe liegt. 


Da nun aber bei normaler NH, N O,- UberschuSdiingung bei schwefel- 
saurem Kali cine kraftige Erhéhung des osmotischen Wertes erfolgte, 
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laBt sich hier an eine 
die NO,-Aufnahme_ be- 
giimstigende Sulfatwir- 
kung denken, von de> 
weiter unten noch die 
Rede sein wird. 


6. Der Einflup des 
Phosphats, 


Auch © hinsichtlich 
der Beurteilung = der 
Wirkung der Phosphor- 
siure liegen zum Teil 
ahnliche — Verhaltnisse 
vor. Die Phosphorsaure 
findet als Nahrstoff in 
der Hauptsache beim 
Aufbau des Plasmas in 
der Form von Phospha- 
tiden, Lecithinen und 
dergleichen Verwendung 
und bleibt nur in ge- 
ringem Umfang als Ion 
im Zellsaft erhalten, wie 
sich z. B. aus der Unter- 
suchung der Pufferung 
der PreBsaifte ergeben 
hat (3). Nur bei Phos- 
phorsauretiberschuB lieB 
sich hier ein geringer 
KinfluB des Phosphats 
auf den Kurvenverlauf 
ermitteln. Infolgedessen 
kann das Phosphation 
kaum direkt einen sehr 
groBen KinfluB auf die 
Héhe des osmotischen 
Wertes im Zellsaft aus- 
iiben. Es kommt noch 
hinzu, daB die <Auf- 
nahmefahigkeit fiir Phos- 
phorsaure nach wberein- 
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stimmenden Angaben in der Literatur bei Tabak |vgl. z. B. die An- 
gaben bei Aissling (13)] ziemlich gering ist. Die Wirkung der Phosphor- 
saure auf den osmotischen Wert wird daher vorwiegend eine indirekte, 
d. h. im wesentlichen auf die Aufnahme der wbrigen lonen be- 
schrankte sein. 


Wurde nun die Phosphatgabe in unseren Versuchen verringert, 
so. stieg im allgemeinen der osmotische Wert des PreBsaftes an, 
wahrend er bei héheren Gaben im Vergleich mit einfacher Grund- 
diingung niedriger wurde [vgl. hierzu) die Untersuchungen von 
1931 (Tabelle I), 1932) (Tabelle TI1) und 1933) (Tabelle IV)]. 
Dieses Ergebnis steht im Einklang damit, da ~ bei Phosphor- 
siuremangel ein relativer Uberschu8 an Kali und Stickstoff vor- 
handen ist, die beide den osmotischen Wert erhéhen, wahrend 
bei PhosphorsauretiberschuB Kali und Stickstoff in das Minimum 
kommen und damit eine Erniedrigung des osmotischen Wertes  er- 
klarlich erscheint. 


Nun soll sich zwar nach Lundegardh (15) das Phosphation in bezug 
auf die Aufnahme von K’ und NO, ziemlich neutral verhalten. Das 
dirfte aber nur fiir normale Konzentrationen zutreffend sein, in ver- 
starkter Gabe miissen sich nach unseren cigenen Untersuchungen 
Wirkungen bemerkbar machen, die die Aufnahme der Anionen und 
Kationen in verschiedener Weise beeinflussen. Das geht jedenfalls 
aus der Pufferung der PreBsafte hervor, die wir in der ersten Mitteilung 
niher behandelt haben. Wir fanden dort bei Phosphorsduremangel 
innerhalb des Bereiches von pu 3,0 bis 6.0 eine sehr starke Pufferung, 
was auf die Anwesenheit gréBerer Mengen von Kationen schlieBen laBt. 
wahrend bei PhosphorsaéureiiberschuB die Pufferung geringer war als 
bei Grunddiingung und damit auf einen Riickgang in der Basenauf- 
nahme hinweist. Das laBt sich auch so deuten, daB durch den Wegfall 
einer die Basenaufnahme hemmenden Wirkung des Phosphations 
die Kationen K’, NH. Ca usw. leichter aufgenommen werden kénnen, 
wahrend umgekehrt durch verstarkte Phosphatgaben die Kationen- 
aufnahme zuriickgedrangt, die Anionenaufnahme aber nicht beein- 
trachtigt, vielleicht sogar begiinstigt wird. Die Hemmung der Anionen- 
aufnahme bei Phosphatmangel kann ebenfalls direkt aus den Puffer- 
indexkurven erschlossen werden, aus denen sich z. B. ergibt, daB bei 
Cl’-haltiger Diingung, die sonst allgemein die Pufferung stark herabsetzt, 
diese Wirkung nur in verhaltnismaBig schwachem Umfange festzustellen 
ist, wenn Phosphorsaure nur in geringer Menge gegeben wird: umgekehrt 
laBt sich bei PhosphorséureiiberschuB nicht nur eine ebenso  starke 
Cl’-Wirkung wie bei einfacher Gabe, sondern auch fiir SO, eine wesent- 
lich verstarkte Herabsetzung der Pufferung gegeniiber einfacher P-Gabe 
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feststellen', wie aus unseren seither erweiterten Aziditatsbestimmunger 
hervorgeht. Die gleichen Zusammenhange kénnen auch aus dem all 
gemeinen Wachstumsverlauf abgeleitet werden. Wahrend bei Phosphor 
siuremangel chloridhaltige Diingung das Wachstum kaum_ beeinfluBt 
tritt bei Grunddiingung mit einfacher Phosphorsdéuregabe — bereits 
eine deutlich sichtbare Hemmung auf, die sich bei verstarkter Phosphat- 
gabe zu einer ausgesprochenen ,,Giftwirkung” steigert. Sulfathaltigs 





Abb. 1. 


Gefabreihen mit aquivalenten Gaben verschiedener Anionen. 
Obere Reihe: Grunddiingung (KNP), untere Reihe: Phosphorsdureiiberschufi (KNP,). In 
beiden Reihen links N als (NH,),80,4, in der Mitte N als NH,Cl, rechts N als Ca(NO3)o 


Diingung laBt bei einfacher Phosphorséiuregabe noch kaum einen Unter- 
schied im Vergleich mit nitrathaltiger Diingung erkennen; bei Phosphor- 
siureiiberschu8 tritt eine deutliche Beeintrachtigung des Wachstums 
auf. Die beigefiigten Aufnahmen von je drei GefaBen einer mit einfachen 
und einer mit vierfachen Phosphatgaben gediingten Ernahrungsreihe, 
denen jeweils die gleichen untereinander aquivalenten Mengen an Sulfat, 


' Die Frage, ob man sich diese Wirkung als eine verstarkte Sulfat- 
aufnahme bei PhosphatiiberschuB oder als eine verstaérkte Hemmung de1 
Kationenaufnahme, wobei sich der gleichsinnige EintluB8 von Phosphat und 
Sulfat addieren wiirde, vorzustellen hat, muB8 vorerst noch offen bleiben. 











Uber Autbau und Stoffwechsel der Ptlanze usw. I 141 


Chlorid oder Nitrat verabfolgt wurden. geben cin anschauliches Bild 
von den durch verstarkte Phosphatgabe bewirkten Veraénderungen in 
der lonenaufnahme. 

Das gleiche laBt sich nun wiederum auch bis zum gewissen Grade 
aus dem osmotischen Wert ersehen. In der schon wiederholt an- 
gezogenen Versuchsreihe von 1931, in der Kali und Stickstoff bald als 
Chlorid, bald als Sulfat oder Nitrat verabfolgt und beziiglich ihres 
Kinflusses auf den osmotischen Wert miteinander verglichen wurden, 
wurde auch Phosphorséuremangel mit verschiedener Form der Kali- 
und Stickstoffsalze gepriift. Hierbei ergab sich, daB bei Phosphor- 
sauremange! die Schwankungen des osmotischen Wertes unter dem 
KinfluB der verschiedenen Anionen geringer sind als bei Grund- 
diingung. 

So betrug der Schwankungsbereich der Mittelwerte aus je drei 
zu verschiedenen Zeiten vorgenommenen Messungen ohne Riicksicht 
auf die Form der Diingesalze (vgl. hierzu Tabelle I1) bei Phosphor- 
-auremangel 1,12 Atm.. bei Grunddiingung 2.65 Atm. und die durch- 
schnittliche Abweichung von einem aus allen Einzelbestimmungen errech- 
neten Mittelwert bei Phosphorséuremangel 0.70 Atm., bei Grunddtingung 
1.01 Atm. 

Wahrend Phosphorséiuremangel im allgemeinen den osmotischen 
Wert erhéht, was auch im vorliegenden Falle aus den Mittelwerten zu 
ersehen ist, liegen jedoch die einzelnen Mittelwerte bei stark chlorid- 
haltiger Diingung, die sonst im allgemeinen den osmotischen Wert 
erhéht. bei Phosphorséuremangel niedriger als bei Grunddiingung. 
Hieraus darf geschlossen werden, daB bei Phosphorséiuremangel die 
Anionenaufnahme zuriickgedrangt wird. Phosphorsduremangel schlie pt 
sich demnach hier enger an Kaliiiberschup an, wo wir gleichfalls eine Ein- 
schrankung des Anioneneinflusses auf den osmotischen Wert und damit 
in engeren Grenzen schwankende Werte feststellen konnten. 

Bei PhosphorsaduretiberschuB kommt dagegen der Anioneneinflu 
wieder deutlicher zum Ausdruck (siehe Tabelle 1Vb, Nr. 15, 16 und 17 
am 1., 15. und 28. August 1933). Besonders machte sich hier die Chlorid- 
wirkung sehr deutlich bemerkbar, namentlich wenn man die Werte 
mit den etwa gleichzeitig ermittelten Werten fir Grunddiingung mit 
den gleichen Anionenmengen vergleicht (Nr. 12, 13 und 14 der gleichen 
Tabelle vom 31. Juli und 28. August 1933). 


. ao . Me . . . . 
Dagegen besteht eine auffallige Uhereinstimmung mit den gleich- 


zeitig bestimmten Werten fiir Kalimangel, denen ebenfalls die gleichen 
Gaben an Chlorid, Sulfat und Nitrat zugrunde liegen (Nr. 18, 19 und 20 
vom 1., 15. August und 6. September). 

Somit ergibt sich also beim osmotischen Wert ein deutlicher Anta- 
gonismus zwischen Phosphorséure und Kali. 
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Dagegen wirken Phosphorséure und Kalk in bezug auf den osmoti 
schen Wert eher im gleichen Sinne ein, so daB sich die Wirkung beider 
addiert. Das laBt sich z. B. deutlich den Versuchsreihen mit verschieden 
hoher Kalkgabe von 1931 entnehmen (Tabelle 1), in denen bei gleich- 
zeitigem Kalk- und PhosphorsiureiiberschuB die osmotischen Wert: 
besonders niedrig waren. 


Es scheint, daB die Hemmung der Anionenaufnahme bei Phosphor 
siuremangel von dem Vorhandensein gewisser Mengen von Kalk im Boden 
abhangig ist. So ergab sich bei den eben zitierten Versuchen von 1931 mit 
verschiedener Kalkzugabe, dali bei Kalkmangel chloridhaltige Phosphor 
siureernahrung ebenso hohe Werte liefert wie chloridhaltige Grunddiingung. 
Dagegen scheint bei Phosphorsiuremangel und Kalkiiberschu8 die Cl/-Aut- 
nahme besonders stark zuriickgedrangt zu werden. Jedentalls tritt bei 
KalkiibersechuB8 und = gleichzeitiger Cl'-Diingung eine Erniedrigung des 
osmotischen Wertes von Phosphorséuremangel im Vergleich mit Grund- 
diingung ein, so dab die Verhaltnisse zwischen Phosphorséuremangel und 
Grunddiingung hier gerade umgekehrt liegen wie bei Cl-freier Diingung. 


7. Der EinfluB von Sulfat und Chlorid. 


Auf die Wirkung von SO und Cl’ auf den osmotischen Wert wurde 
im vorliegenden schon verschiedentlich eingegangen, es bleibt im folgenden 
nur noch tibrig, den Einflu8 dieser beiden lonen mit dem von Phosphat und 
Nitrat zu vergleichen. SO{ und (1 spielen ja insofern eine andere Roile 
als NO‘, und PO’, als sie — SO} nur in geringem Mae, Cl’ iiberhaupt 


nicht als Nahrstoffe in Betracht kommen und damit auch fiir den Stoff- 
wechsel der Pflanze, abgesehen von besonderen Ernahrungsverhaltnissen', 
eher belastend als férderlich anzusprechen sind. 

Fiir einen Vergleich der Wirkung von SOY und Cl’ mit der von NO’ 
in mittleren und verstérkten Gaben lassen sich in erster Linie die schon 
wiederholt ausgewerteten Versuche von 1931 heranziehen, in denen die 
Anionenwirkung bei verschiedener Ernahrung eingehender untersucht 
wurde. Zum besseren Versténdnis der folgenden Ausfiihrungen sind die 
bereits in Tabelle I] mitgeteilten Zahlen nochmals in anderer Anordnung 
in Tabelle V zusammengestellt, wobei nur die bei Grunddiingung, Kali- 
iiberschuB, Stickstoffiiberschu8 und Phosphorséuremangel ermittelten 
Werte beriicksichtigt worden sind. 

Berechnet man aus den jedesmal vier Einzelmittelwerten, die zu- 
sammen eine Gruppe mit gleicher Form des Kali- und Stickstoffsalzes 
bilden, einen Durchschnittswert, so laBt sich zunachst wieder feststellen, 
daB bei Anwesenheit von Cl’ stets der osmotische Wert erhéht wird ?, 
wie ja auf Grund der leichten Permeierfahigkeit der Cl-lonen und threr 
Unverwendbarkeit im Stoffwechsel nicht anders zu erwarten ist. Dab 


' Bei Kalimangel wirkt sich z. B. chloridhaltige Diingung giinstig aus. 
2 Diese Wirkung namentlich verstarkter Chloridgaben auf den osmoti- 
schen Wert wurde auch von Wilson (31) festgestellt, der in einer kiirzlich 
erschienenen Ver6ffentlichung auch auf den in ahnlicher Weise sich bemerk- 
bar machenden Einflu8 von Bromid und Fluorid naéher eingegangen ist. 
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NO., das mindestens ebenso leicht aufgenommen wird wie Cl’, nich 


dieselbe Wirkung auf den osmotischen Wert hat wie dieses, ergibt sich 


wie schon wiederholt betont, ohne weiteres daraus, daB es normale: 
weise alsbald nach der Aufnahme eine Umwandlung in osmotisc| 
weniger wirksame Substanzen erfahrt. SO; dringt aber im Gegensatz 
zu Cl’ und NO| viel weniger selbst in die Zelle, so daB auch verstarkt 
SO7-( raben an und fiir sich noch keine direkte Erhéhung des osmotischer 
Wertes bewirken kénnen. Anders liegen jedoch die Verhaltnisse, wen: 
SO) in Kombination mit Cl’ oder NO), gegeben wird. In diesem Fall 
bewirkt die Anwesenheit von SO) eine Erhéhung des osmotischen 
Wertes, es begiinstigt also anscheinend die Aufnahme dieser beidey 
lonen. So wurden jedenfalls bei Grunddiingung und Stickstoffiiberschul; 
héhere Werte gefunden, wenn Kali als Sulfat und Stickstoff als Chlorid 
gegeben wurden, als wenn beide Nahrstoffe in Form von Chloride 
verabfolgt wurden, obwohl im letzteren Falle quantitativ mehr Cl’ 
in der Nahrlésung vorhanden war. Dieser Befund findet eine Erklarung 
in der Anschauung von boas (2), derzufolge Adsorptionsvorgange in 
gewissen Fallen Permeabilitaétsvorgange iiberlagern kénnen. = Durch 
gewisse Ionen wie Cl’ kann wohl die Permeabilitat erhéht werden. 
in der Zelle wird jedoch infolge zu stark hydratisierender Wirkung und 
damit erhéhter Dispersitét der Kolloide deren Adsorptionsfahigkeit 
zu sehr gestért und damit die ,,Leistung’ der Zelle herabgesetzt. Um 
gekehrt begiinstigt das Sulfation infolge seines starken Hydratations- 
bestrebens die Adsorption anderer Stoffe. Ahnliche Feststellungen 
wurden auch von Schropp (26) gemacht, der bei seinen Wasserkultur 
versuchen mit Kartoffeln in Nahrlésungen verschiedener Zusammen 
setzung fand, daB eine besonders starke Cl’ -Schidigung dann zu ver 
zeichnen ist, wenn Ammonsulfat in hoher Dosierung als Stickstoffquelle 
gegeben wurde. Schropp scheint diese Reaktion der Kartoffel mehr fiir 
‘eine Ammon- als fiir eine Sulfatwirkung zu halten, wobei er sich aut dic 
Anschauungen von Pirschle (21) iiber die giinstige Beeinflussung det 
Phosphataufnahme durch NH, und von K’ durch NO, stiitzt. Wi 
moéchten jedoch die Verstarkung der Cl’-Wirkung direkt auf einen 
KinfluB von SO; im Sinne von Boas zuriickfiihren und erblicken eine 
Bestatigung fiir diese Annahme darin, daB bei Phosphatiiberschuls 
hinsichtlich der Cl’-Aufnahme und -Wirkung, wie bereits oben erwahnt 
ein ahnlicher EinfluB zu beobachten ist. 

Von diesen Abweichungen abgesehen, ist die Erhéhung des osmo- 
tischen Wertes direkt von der Menge der in der Nahrlésung vorhandenen 
Cl’-Ionen abhangig, wie sich z. B. deutlich aus Tabelle V ergibt, wenn 
man, von der Verabfolgung beider Nahrstoffe als Nitrate oder Sulfate 
ausgehend, den stufenweisen Anstieg verfolgt, der eintritt, wenn zunachst 
nur Kali, dann noch Stickstoff als Chlorid gegeben wird. Da mit de! 
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Verabfolgung von N als NH,Cl etwa 2,5mal mehr Cl in die Nahrlésung 
eingefiihrt wird als bei der Diingung mit K als KCl, so ist diese stufen- 
weise Erhéhung des osmotischen Wertes ohne weiteres verstandlich. 

Von weiteren Versuchen zum Vergleich der Anionenwirkung 
ist von Interesse, daB bei verstarkter Sulfatgabe in Abwesenheit von Cl, 
z. B. bei Verabfolgung von Kali und Stickstoff als Sulfat, der osmotische 
Wert von Grunddiingung in Versuchen von 1932 in drei von fiinf gleich- 
zeitig entnommenen Proben niedriger war als bei Grunddiingung ohne 
Sulfat. In den Versuchen von 1933 (Tabellen 1Va und b), in denen 
Sulfat, Chlorid oder Nitrat in aquivalenter Menge verabfolgt wurden, 
ergab sich bei Grunddiingung mit Sulfat bei zweimaliger Untersuchung 
ein niedrigerer Wert als bei Grunddiingung mit Nitrat, bei Kalimangel 
lag bei ebenfalls zweimaliger Untersuchung der osmotische Wert fiir 
Sulfat einmal héher und einmal niedriger, bei PhosphorséureiiberschuB 
mit Sulfat bei dreimaliger Untersuchung zweimal niedriger und einmal 
héher als fiir Nitrat. Somit erbrachte in fiinf von sieben Bestimmungen 
Sulfat im Vergleich mit Nitrat niedrigere Werte, wahrend chloridhaltige 
Diingung wiederum in allen Fallen die héchsten Werte ergab. 

Sulfat scheint demnach, soweit nicht Cl’- oder erhéhte NO'.-Mengen 


im Nahrstoffgemisch vorhanden sind, im Vergleich zu Nitrat allgemein 


den osmotischen Wert etwas herabzusetzen. Nimmt man hinzu, daB 
Phosphat unter denselben Bedingungen ebenfalls in verstarkter Menge 
den osmotischen Wert eindeutig erniedrigt, so lassen sich die fiir die 
Ernahrung wichtigsten Anionen hinsichtlich ihrer Wirkung auf den 
osmotischen Wert in folgender Reihenfolge anordnen: 

PO, < SO, < NO, < Cl, 
wobei von links nach rechts ein zunehmend erhdhender EinfluB ent- 
sprechend der zunehmend leichteren Permeierfahigkeit zum Ausdruck 
kommt. Hinsichtlich der Kationen gilt, wie wir oben bereits feststellen 
konnten, entsprechend die Beziehung Ca <— K. 

Somit kommen auch in den Beziehungen zwischen osmotischem 
Wert und Mineralsalzernahrung die chemisch-physikalischen Gesetze 
der Tonenaufnahme deutlich zur Geltung, trotzdem die Héhe des 
osmotischen Wertes im Zellsaft nicht allein von den in die Pflanze auf- 
genommenen Elektrolyten abhaingig ist. Es scheint aber, daB die 
iibrigen Faktoren, die die Héhe des osmotischen Wertes bestimmen, 
doch in ihrer Bedeutung gegeniiber den Salzen zuriicktreten, denen 
damit die ausschlaggebende Rolle in dieser Hinsicht zufallen diirfte. 


If. Der EinfluB der Tageszeit auf den osmotischen Wert unter dem Einflu8 
der Ernahrung. 
Da unter den Faktoren, die den osmotischen Wert der Pflanzen beein- 
flussen, der Witterung (Feuchtigkeit, Temperatur, Belichtung, Lauft- 
Biochemische Zeitschrift Band 270. 10 
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bewegung) eine bedeutende Rolle zukommt, insofern als sie auf den Wasser 
haushalt und die Assimilationstatigkeit von starker Wirkung ist, so ist dei 
osmotische Wert einer Pflanze keine absolut konstante CGréBe, sondern, 
wie ja auch bereits von H. Walter dargelegt wurde, mehr oder minder groBen 
Sehwankungen im Laufe eines Tages unterworfen. 

In unseren eigenen Versuchen sollte zunaéchst nur gezeigt werden, in 
welchem Umfange unter dem Einflu8 der verschiedenen Ernaéhrung de: 
osmotische Wert an und fiir sich tageszeitlichen Schwankungen unter- 
worfen ist. Inwieweit bei diesen Differenzen Veranderungen des Wasser 
gehaltes oder Anderungen in der Zusammensetzung der osmotisch wirk 
samen Substanz (z. B. im Zuckergehalt) beteiligt sind, soll erst in einer 
folgenden Mitteilung dargelegt werden. 

In unseren Versuchen von 1932, in denen die Probenentnahme um 
8 Uhr vormittags und um 18 Uhr nachmittags erfolgte, ergaben sich 

in der Regel bei der Be- 
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stimmung um 18 Uhr hoéhere 
Werte. Die Schwankungen 
zwischen beiden Bestimmun- 
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bellen IIIa und IITb). 
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Ge Bh ah Gh ph verschiedene Ernahrungs- 
a gh 2H 2 VIN. formen am friihen Vormittag. 
SI a 6 am Mittag und am Abend 
Abb. 2. untersucht (vgl. die beigefiig- 
Temperatur, relative Luftfeuchtigkeit und tages- ten Temperatur- und Feuchtig- 
zeitliche Schwankungen des osmotischen Wertes 3 . 
nach den Untersuchungen yon 1933. keitsmessungen auf Abb. 2 an 
den Untersuchungstagen). Die 


GefaBe mit den Versuchspflanzen wurden jeweils am Vortage der 





Untersuchung abends normal begossen und blieben bis nach der letzten 
Probenentnahme unbefeuchtet. Auch hier betrug die Differenz zwischen 
maximalem und minimalem Wert durchschnittlich 1,5 Atm. (vgl. 
Tabelle [Va und IVb). 

Anders verhalt es sich mit den Schwankungen des osmotischen 
Wertes im Laufe des Tages, wenn man nicht die Mittelwerte, sondern 
die einzelnen Ernahrungsformen selbst betrachtet. Hier ergaben sich 
am 8. August die starksten Abweichungen bei Stickstoffmangel, Kali- 
iiberschuB, PhosphorsaureiiberschuB und Kalkmangel, die geringsten 
bei StickstoffiiberschuB, KalkiiberschuB8, Kali- und Phosphorsaure- 
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mangel. Einfache Grunddiingung stand etwa in der Mitte, mehr der 
ersten Gruppe genahert. Die Verabfolgung chloridhaltiger Diingesalze 
beeinfluBte dieses Verhalten nur wenig. Die obige Gruppierung ergibt 
sich sowohl beim Vergleich der 5-Uhr-Werte mit den 12-Uhr-Werten 
als auch beim Vergleich der 8-Uhr-Werte des folgenden Tages mit den 
12-Uhr-Werten ebenso wie beim Vergleich der 5-Uhr-Werte mit den 
18-Uhr-Werten (vgl. Tabelle 1Va). 

Am 28. August war eine erhebliche Anderung in der Gruppierung 
der verschiedenen Ernahrungsformen eingetreten. Es traten nunmehr 
die starksten Schwankungen des osmotischen Wertes auf bei Stick- 
stoffiiberschuB, PhosphorsaureiiberschuB und Kalimangel, wahrend 
bei KaliiiberschuB, Stickstoff- und Phosphorsiuremangel die Ab- 
weichungen geringer wurden. Kalkmangel war noch unverandert zur 
ersten Gruppe gehérig. Von den iibrigen Ernahrungsformen ist nament- 
lich die starke Zunahme der Schwankung bei sulfathaltiger Diingung 
beachtenswert. Chloridhaltige Diingung hat demgegeniiber abschwachend 
auf die Schwankung gewirkt. Von den Ursachen, die eine Erhéhung 
des osmotischen Wertes wahrend der Vegetationszeit bewirken kénnen, 
ist vor allem das Wasserdefizit, das infolge verstarkter Transpiration 
bei nicht geniigend raschem Nachstrom in den Mittagsstunden besonders 
an sonnigen Tagen eintritt, von grofer Bedeutung. Der Nachweis 
hierfiir lieB sich dadurch erbringen, da der erhéhte osmotische Wert 
des Zellsaftes durch Aufnahme von Wasser! wieder auf die Héhe des 


Ausgangswertes bei voller Turgeszenz zuriickgebracht werden konnte. 
Hierbei ergab sich, da8 die Blatter mit den héchsten tageszeitlichen 


osmotischen Werten bis zu 10°, an Gewicht gegeniiber voller Wasser- 
sittigung verloren hatten. Nahere Einzelheiten sind aus Tabelle 1Va 
und IVb zu entnehmen. 

Der EinfluB der Belichtung auf den osmotischen Wert ergab fiir 
im Schatten stehende Pflanzen durchschnittlich niedrigere osmotische 
Werte als fiir Pflanzen mit vollem LichtgenuB. Die relativen Unter- 
schiede zwischen den einzelnen Ernahrungsformen blieben dabei ge- 
wahrt, wie z. B. aus folgenden Bestimmungen vom 20. August 1931, 
8 Uhr vormittags, entnommen werden kann. 





Lichtpflanze Schattenpflanze 


Ernahrungsform 
gem Atm. Atm. 


eer Pe: 9,18 8,18 
ee eee 8.94 6,77 
Sen 9,00 7,98 


_. yet aes 9,91 8,40 


! Durch einstiindiges Eintauchen mit der Schnittflache in Leitungs- 
wasser. 


10* 
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Fir die Erniedrigung der Werte bei mangelhafter Belichtung 
dirften die geringere Assimilation und die héhere Wassersattigung 
beschatteter und damit auch feuchter stehender Pflanzen verantwortlich 
zu machen sein. 


IV. Zusammenfassung der Ergebnisse und Folgerungen. 

Die Bestimmung des osmotischen Wertes in PreBsaiften von Tabak- 
pflanzen, die unter vielfach abgedinderten Ernaihrungsbedingungen 
herangezogen wurden, hat ergeben, daB sich die durch verschiedene 
Mineralsalzernahrung bedingten Schwankungen mit EinschluB extremer 
Verhaltnisse zwischen 6 und 14 Atm. bewegen. Das Minimum des 
osmotischen Wertes unter Beriicksichtigung samtlicher Bestimmungen 
liegt bei etwa 6 bis 7 Atm.: das Maximum wird bei 12 bis 14 Atm. 
erreicht, vereinzelt wurden auch noch dariiber liegende Werte bis zu 
17 Atm. festgestellt. Der mittlere Wert von 9 bis 10 Atm. diirfte auch 
dem optimalen Wert entsprechen, insofern als Werte von 8 bis 11 Atm. 
am haufigsten auftreten und zwischen diesen Grenzen auch die Pflanzen 
mit normaler und optimaler Entwicklung fallen. Der Gesamtschwan- 
kungsbereich umfaBt aber nicht nur samtliche Schwankungen, die 
durch die Verabfolgung verschiedener Mengen und Formen der Mineral- 
salze hervorgerufen werden, sondern auch die im Verlaufe des Tages 
auftretenden Verdanderungen, die an heiBen und trockenen Tagen 
durchschnittlich 1 bis 2 Atm., in Einzelfallen bis zu 3 Atm. betragen. 
Werden nur die bei einer bestimmten Ernahrung auftretenden Schwan- 
kungen beriicksichtigt, so zeigt es sich, da% dann die minimalen und 
maximalen osmotischen Werte naiher zusammenricken und die auf diese 
Weise entstehenden engeren Schwankungsbereiche entweder mehr in 
der Mitte oder mehr am Rande des Gesamtschwankungsbereiches 
gelegen sind. So liegen z. B. Minimum und Maximum des osmotischen 
Wertes bei Kalimangel niedriger als die entsprechenden Werte bei 
KaliiiberschuB oder bei chloridhaltiger Diingung usw. Die Schwan- 
kungen des osmotischen Wertes sind somit, namentlich wenn man von 
besonders extremen Veranderungen des Nahrstoffgemisches absieht, 
nicht iibermaBig groB, ein Beweis dafiir, daB die Héhe des osmotischen 
Wertes fiir jede Pflanzenart eine GréBe ist, deren annihernde Konstant- 
haltung fiir den gesamten Stoffwechsel von groBer Bedeutung ist. Dies 
erscheint nicht verwunderlich, wenn wir beriicksichtigen, daB die 
gesamte Wasserbilanz durch die Hydratur der Pflanze bestimmt wird. 

Die Héhe des osmotischen Wertes haingt, wie bereits einleitend 
bemerkt wurde, einerseits ab von dem Wasserhaushalt, andererseits 
von der im Zellsaft gelésten Menge an osmotisch wirksamer Substanz, 
die sich in der Hauptsache aus Mineralsalzen, Zuckern, organischen 
Sauren, Aminoverbindungen und dergleichen zusammensetzt, sowie 
von den Eigenschaften der Plasmakolloide, die wiederum ihrerseits 
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unter dem qualitativen und quantitativen Einflu8 der osmotisch wirk- 
samen Stoffe stehen. Beschrinken wir uns bei unseren Ausfiihrungen 
zunachst auf die Mineralsalze, deren bedeutende Rolle sich ja aus den 
durchgefiihrten Untersuchungen ergeben hat, so kénnen wir sagen, 
daB wir deren Komponenten, die Ionen, in der Menge im Zellsaft der 
Blatter wiederfinden werden, in der sie von den Wurzeln aus dem Boden 
aufgenommen und in die oberirdischen Organe weitergeleitet werden. 
Dabei kommt es nicht so sehr auf die im Boden vorhandenen absoluten 
Mineralsalzmengen an, sondern vor allem darauf, ob die das Nihrstoff- 
gemisch zusammensetzenden einzelnen Ionen auf Grund ihrer chemisch- 
physikalischen Eigenschaften leichter oder schwerer in die Zelle  per- 
meieren bzw. in welchem Sinne sie sich gegenseitig beeinflussen. Aus 
den Untersuchungen von Pantanelli (20), Fitting (6), Lundegardh (15), 
Tréndle (28), Kaho (11), Stiles und Kidd (27), Ruhland (24), Rippel (23) 
und anderen, die teils als kurzfristige Versuche mit starkeren Losungen, 
teils als sich tiber einen langeren Zeitraum erstreckende Vegetations- 
versuche in gewoéhnlichen Nahrlésungen mit der plasmolytischen Me- 
thode, der chemischen und spektroskopischen Analyse an héheren 
und niederen Pflanzen durchgefiihrt worden sind, wissen wir, daB sich 
das Protoplasma gegeniiber den Elektrolyten in weitgehendem Mabe 
ahnlich wie ein beliebiges Kolloid verhalt. Es gelten auch hier die viel- 
fach bei kolloidchemischen und physiologischen Vorgangen festgestellten 
Jonenreihen, die auf die chemisch-physikalischen Eigenschaften der 
lonen zuriickzufiihren sind. 


Infolge ihres kleineren Durchmessers, ihrer schwacheren Hydra- 
tation, gréBeren Wanderungsgeschwindigkeit, geringeren Adsorbier- 
barkeit und Kolloidaktivitat werden im allgemeinen die einwertigen 
Ionen von der Pflanze leichter aufgenommen und transportiert als die 
zwei- und mehrwertigen Ionen. DemgemaB erfolgt z. B. die Salzauf- 
nahme durch die Wurzeln nach den von vielen Autoren in zahlreichen 
Untersuchungen bestatigten lLvotropen Kationen- bzw. Anionenreihen: 


NH,> K>Na>Mg>Ca NO,> Cl> SQ,;> PO, 


Da die Eigenschaften aller im Nahrstoffgemisch enthaltenen Ionen sich 
in bezug auf ihre Einwirkung auf das Plasma addieren oder subtrahieren, 
so muB im osmotischen Wert des Zellsaftes die Summe aller dieser 
Kinfliisse zum Ausdruck kommen. Die Héhe des osmotischen Wertes 
des Zellsaftes kann jedoch bei quantitativ und qualitativ verschiedener 
Zusammensetzung der Nahrlésung die gleiche sein, da ja z. B. sowohl 
ein einwertiges Anion wie ein einwertiges Kation erhéhend auf den 
osmotischen Wert einwirken, wie auch der erhéhende Einflu8 des einen 
Ions, z. B. Cl’, durch den erniedrigenden des anderen, z. B. des Ca’, 
aufgehoben werden kann. Bei der Betrachtung des Zustandekommens 
des osmotischen Wertes ist daher immer die antagonistische Wirkung 
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der einzelnen Ionen zu beriicksichtigen, die sich nicht nur bei der Per 
meation, sondern auch bei der weiteren Wanderung der Ionen im Inner: 
der Pflanze auBert. Wir miissen demnach deutlich unterschciden zwische 
den Vorgdngen, die sich an der Grenzflache zwischen Plasma und Néhr 
lisung und den Reaktionen, die sich im Innern der Zellen abspiclen 
Dabei macht sich infolge der gréperen Kolloidaktivitat der Einflup dei 
zwei- und mehrwertigen lonen vor allem bei der Salzaufnahme geltend 
indem sie regulatorisch die Permeation der einwertigen Lonen bestimmen, 
die im Innern vorwiegend fiir die Hohe des osmotischen Wertes maBgebend 
sein diirften. Weiterhin ist vom energetischen Standpunkt der lonen 
austausch von der Pflanze in die Nahrlésung mit in Erwagung zu ziehen, 
wenngleich er fir den osmotischen Wert des Zellsaftes wahrscheinlich 
von geringerer Bedeutung ist, da die Menge der aufgenommenen und 
verarbeiteten Ionen ungleich gréBer sein muB als die Menge der in die 
Nahrlosung zuriickgegebenen Ionen. 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen lassen sich nun unschwet 
mit diesen Anschauungen von der Nahrsalzaufnahme der Pflanze in 
Beziehung setzen. Betrachten wir die Ergebnisse zunachst vom Stand- 
punkt der Nahrstoffwirkung aus, wobei wir in erster Linie die Haupt- 
nahrstoffe Stickstoff, Kali und Phosphorsaéure beriicksichtigen wollen, 
so haben wir gefunden, daB in der Jugend der osmotische Wert im Ver- 
gleich mit einfacher Volldiingung durch verstarkte Kali- oder verstarkte 
Stickstoffgaben erhéht, durch verstarkte Phosphorsaiuregaben aber 
herabgesetzt wird, wahrend umgekehrt bei Kali- oder Stickstoffmange! 
eine Erniedrigung, bei Phosphorsiuremangel aber eine Steigerung 
des osmotischen Wertes eintritt. Mit fortschreitender Entwicklung 
der Pflanze erfolgt hinsichtlich des Verhaltens verschiedener Abstufungen 
der Stickstoffmengen insofern eine Anderung, als der osmotische Wert 
bei Stickstoffmangel eine zunehmende Erhéhung erfaihrt, wahrend fiir 
StickstoffiiberschuB eine leichte Abnahme, jedoch nicht unter den 
entsprechenden Wert fiir einfache Volldiingung, zu verzeichnen ist. 
Wir haben diese Beziehungen zwischen den Hauptnahrstoffen bereits 
an anderer Stelle behandelt und sind dort zur Aufstellung eines Schemas 
gekommen, das diese Beziehungen anschaulich zur Darstellung bringt 
und sich auch fiir andere Fragen der Ernahrungsphysiologie und -patho- 
logie als fruchtbar erwiesen hat (4). 

Dieses einfache Schema kommt dadurch zustande, da®B wir die den 
drei Hauptnahrstoffen entsprechenden sechs Haupternihrungsformen 
Kalimangel (IK —), KaliiiberschuB (K +-), Stickstoffmangel (N —), Stick 
stoffiiberschuB (N +), Phosphorsiuremangel (P —) und Phosphorsaure 
iiberschuB (P +) sternférmig in der Weise anordnen, da®8 jeder Ernahrungs- 
form diejenigen beiden Ernahrungsformen benachbart werden, die ihr aut 
Grund der Beziehungen der Nahrstoffe untereinander am ahnlichsten sind, 
wahrend diejenigen Ernahrungsformen, die sich am meisten von ihr unter- 











Per 


ner? 


sche Hn 
Viihr 
acl Nv 
(S de) 
Itend 
LTHED. 
ehend 
ymnen 
shen, 
nlich 

und 
n die 


hwer 
Le in 
and- 
jupt- 
en, 
Ver- 
irkte 
aber 
ngel 
rung 
lung 
agen 
Vert 
| fiir 
den 

ist. 
reits 
mas 
ingt 
tho- 


den 
men 
‘ick 
ure 
ngs- 
aut 
ind, 
iter - 








Uber Aufbau und Stoffwechsel der Pflanze usw. II. 15] 


scheiden, gegentibergestellt werden. Wir erhalten auf diese Weise eine 
kreisf6rmige Anordnung der verschiedenen Ernahrungsformen, die einen 
stetigen Ubergang von einer Ernahrungsform zur anderen erkennen abt. 
Ziehen wir zwischen den Niahrstoffsymbolen in diesem Schema Linien, so 
erhalten wir eine N-, K- und P-Achse, die die einzelnen Ernahrungsformen 
jeweils in zwei Gruppen zu drei Ernahrungsformen nach dem im absoluten 
oder relativen UberschuB bzw. Mangel befindlichen Nahrstoff trennen. 
Findet man nun bei irgendwelchen Untersuchungen eine Gruppierung nach 
einer dieser drei Achsen, so kann man das Ergebnis auch so ausdriicken, 
daB in diesem Falle der betreffende physiologische Vorgang oder Zustand 
von dem die Trennungsachse bestimmenden Nahrstoff beherrscht wird. 

In bezug auf den osmotischen Wert finden wir nun die einzelnen 
Ernahrungsformen, wenn wir die oben erwahnten Ergebnisse auf unser 
Schema anwenden, in der Jugend nach dem Phosphorsdurefaktor in 
je eine Gruppe mit hohem und eine Gruppe mit niedrigem Wert getrennt, 
wahrend mit fortschreitender Entwicklung cine Verschiebung in dem 
Sinne zu verzeichnen ist, daB nunmehr der EinfluB des Kalis starker 
hervortritt. Da die Wirkung der Phosphorsaure sich vorwiegend im 
negativen Sinne bemerkbar macht, dirfte es richtiger sein, schon 
die Abhangigkeit des Jugendverhaltens vom Phosphorsiéurefaktor auf 
eine kombinierte Wirkung von Kali und Stickstoff zuriickzufihren, 
die sich ja in derselben Weise auBern muB. Mit zunehmender Ent- 
wicklung wird der EinfluB des Stickstoffs mehr und mehr zuriick- 
gedrangt, so da das Kali schlieBlich dominiert. Dieses Verhalten 
geht deutlich aus den beiden folgenden Darstellungen hervor, in denen 
das gewoéhnliche Schema der Nahrstoffbeziehungen und das gleiche 
Schema in bezug auf den osmotischen Wert nebeneinander gestellt sind. 


2 A-Achse , J-Achse 
a N 
ti an p+ \<—/K 
v N-Achse ; at 
k- ti K— / P 
i N+ 
P-Achse ‘ K-Achse 
Schema der Nahrstoffbeziehungen. Verhalten des osmotischen Wertes. 


Abb. 3. 


Im Jugendstadium zeigt sich demnach eine Trennung nach der P-Achse 
(= Jugendachse) in eine P— -Gruppe mit K+ und N+ mit héherem os- 
motischem Wert und in eine P+--Gruppe mit K— und N— mit niedrigem 
osmotischem Wert, wahrend in fortgeschrittenem Entwicklungsstadium 
infolge der Erhéhung des osmotischen Wertes bei Stickstoffmange! 
eine Verschiebung zur K-Achse (= Altersachse) zu erkennen ist. Diese 
im Verlaufe der Entwicklung eintretende Verlagerung der Achsen und 
damit der beherrschenden Faktoren ist gleichfalls der Ausdruck einer 
allgemeinen gesetzmaBigen Beziehung, die ebenfalls auch fiir andere 
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physiologische und pathologische Zusammenhange von uns gefunde: 
wurde und die anscheinend darin begriindet ist, da wahrend de: 
Jugendentwicklung von der Tabakpflanze die drei Hauptnahrstoff 
zunachst ziemlich gleichmaBig aufgenommen werden, wahrend di 
Kaliaufnahme bei fortgeschrittener Entwicklung starker in Erscheinung 
tritt und von da ab die Aufnahme der iibrigen Nahrstoffe schlieBlich 
weit iibertrifft, wie die Aschenanalysen von Anderson und Mitarbeitern (1) 
ergeben haben. Dieses Verhalten bedeutet vom Standpunkt des lonen 
antagonismus aus betrachtet, daB das einwertige K° infolge seine: 
groBeren Wanderungsfaihigkeit sich mit fortschreitender Entwicklung 
in den oberirdischen Organen der Pflanze anreichert, wahrend das 
weniger bewegliche Phosphat nur langsam eindringen und weiter- 
geleitet werden kann. Hinsichtlich des Stickstoffs kann das Verhalten 
vielleicht so erklart werden, daB die leicht permeierfahigen NH,- und 
NO,-lonen schon zum gréBten Teil waihrend der Jugendentwicklung 
aufgenommen werden, so daB spaterhin ein gewisser Mangel an ihnen 
im Boden auftritt, der der weiteren Zunahme des N-Anteils in der Pflanze 
eine Grenze setzt. 

Sieht man in obigem Schema von dem im Verlaufe der Entwicklung 
sich andernden Verhalten von Stickstoffmangel und Stickstoffiiberschus3 
ab, so bleibt im wesentlichen ein antagonistisches Verhalten von Phos- 
phorsiure und Kali in bezug auf den osmotischen Wert iibrig. Setzt 
man statt der Nahrstoffe Phosphorsiure und Kali die Ionen PO’ 
und K’ und beriicksichtigt man weiter, daB SO/-UCberschuB sich auf 
den osmotischen Wert in aihnlicher Weise auswirkt wie PO/’-Uberschu, 
wihrend Cl’-Cberschu8 und schlieBlich ja auch NO)-UberschuB auf 
der entgegengesetzten Seite stehen, daB ferner Ca '-UberschuB und 
Mg'-UberschuB im Gegensatz zu K’-CberschuB den osmotischen Wert 
erniedrigen, so geht auch aus dem obigen Schema nichts anderes als 
das gegensitzliche Verhalten zwischen dem leicht permeierfahigen K’ 
der Kationenreihe und dem schwer aufnehmbaren P ¢ & der Anionenreihe 
hervor. Da dann Cl’ und NO, auf der cinen, Ca’ auf der anderen Seite 
in entsprechender Weise antagonistisch auf den osmotischen Wert 
cinwirken, entspricht gleichfalls ihrer Stellung in den lyotropen Reihen. 

Ahnliche Beziehungen ergeben sich, wenn wir den FinfluB ver- 
schieden hoher Nahrstoffgaben auf den Umfang, in dem sich die Wirkung 
der Anionen auf den osmotischen Wert geltend macht, in Betracht ziehen. 
Die Wirkung der Anionen (d. h. also z. B. die erhéhende Wirkung von 
Cl’ im Gegensatz zu PO,” oder SO/) kommt am stirksten zum Ausdruck, 
wenn Kali im Minimum oder Phosphorséure im Maximum im Nahrstoff- 
gemisch vorhanden ist, wahrend bei Kaliiiberschu8 und Phosphor- 
siuremangel der Einflu8 der Anionen auf den osmotischen Wert zuriick- 
gedrangt erscheint. Kalimangel und PhosphorséuretiberschuB stehen 
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stickstoffiiberschuB, Phosphorsiuremangel und KaliiiberschuB steht 
Stickstoffmangel nahe, so daB vom Standpunkt der Nahrstoffwirkung 
aus gesehen das Verhalten der Ernihrungsformen von dem Kalifaktor 
maBgeblich bestimmt wird; d.h. relativer KalitiherschuB wirkt dem 
Kinflup der Anionen auf den osmotischen Wert entgegen, relativer Kali- 
mangel begiinstigt diesen EinfluB. Wie unsere Untersuchungen z. B. iiber 
die Pufferung der PreBsifte gezeigt haben, ist dieses Verhalten darin 
begriindet, daB bei PhosphorsaureiiberschuB (bzw. bei Kalimangel) 
weniger Kationen, bei Phosphorsiuremangel (bzw. bei Kaliiiberschub) 
dagegen weniger Anionen aufgenommen werden. Dieses Verhalten 
laBt sich auch deutlich aus dem Verlaufe des Wachstums erkennen. 
Bei gleicher Cl/-Menge im Nahrmedium tritt z. B. bei Phosphorsiure- 
iiberschuB eine starke Chloridschadigung auf, wahrend bei einfacher 
Gabe die Unterschiede gegeniiber chloridfreier Diingung weit geringer 
sind (vgl. Abb. 1). Vom Standpunkt des Ionenantagonismus aus aber 
k6nnen wir unter Beriicksichtigung dessen, da8 auBer Kali auch Calcium 
die Anionenwirkung zuriickdrangt, waihrend auBer Phosphat auch Sulfat 
der Kationenaufnahme entgegenwirkt, die folgende Hypothese auf- 
stellen, die wir als Sduren- Basengesetz formulicren: 

Anioneniiberschup drangt die Kationenaufnahme, Kationeniiberschup 
drangt die Anionenaufnahme durch die Pflanze zuriick. Der Grad der 
Wirksamkeit richtet sich nach der Stellung der einzelnen Basen oder 
Sduren in der lyotropen Reihe der Kationen bzw. der Anionen: d. h. PO, - 
CberschuB8 wirkt starker hemmend auf die Kationenaufnahme als 
SO/-UberschuB, dieser starker als Cl’- oder NO)-CberschuB (fiir die 
heiden letzteren Ionen kann Umkehr eintreten), umgekehrt wirkt 
Ca’ -UberschuB starker hemmend auf die Anionenaufnahme als K'-Uber- 
schuB usw. Dabei scheinen bei BaseniiberschuB die Kationen mit 
héherer Valenz die Aufnahme der einwertigen zu hemmen, wahrend bei 
SaurentiberschuB die mehrwertigen Anionen die einwertigen in die 
Zelle dringen. 

In dem Sauren-Basengesetz kommt offenbar nichts anderes als der 
KinfluB der verschiedenen Ladung der lonen zum Ausdruck. Ahnliches 
scheint auch der sogenannte Robbins-Effekt zum Ausdruck zu bringen, 
nach dem H-lIonen die Aufnahme der Anionen, OH-lIonen dagegen 
die Aufnahme der Kationen begiinstigen. 

So fand z. B. Hoagland (9) eine Férderung der NO),-Aufnahme bei 
saurer, der Kationenaufnahme bei alkalischer Reaktion.  Jevius und 
Engel (17, 18) stellten im Zusammenhang mit ihren Untersuchungen tiber 
die Wirkung der Ammoniumsalze in ihrer Abhangigkeit von der H-lonen 
konzentration fest, daB, wenn als Stickstoffquelle Ammoniumnitrat gegeben 
wird, bei stark saurer Reaktion NO. bei stark alkalischer Reaktion dagegen 
NH, (bzw. NH, als Molekiil) bevorzugt von der Pflanze aufgenommen 
wird, wahrend bei sechwach saurer Reaktion die Aufnahme beider Stick 
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stoffionen ungefahr gleich ist. Auch butkewitsch (5) und Niklewski, Kraus 
und Lehmanezyk (19) haben ahnliche Beobachtungen gemacht. Man ha 
sich diese Erscheinung so erklart, daB es der Pflanze auf diese Weise gelingt 
sich gegen ein unerwiinschtes Potentialgefille im Vergleich mit der AuBen 
losung zu schiitzen, jedoch scheint die allgemeine Giiltigkeit der genannte: 
Beziehung zwischen Reaktion der Nahrlésung und lonenaufnahme nich! 
gentigend sichergestellt [vgl. hierzu z. B. die Ergebnisse von Pirschle (21 
und Lundegardh (15))}. 

Das Siuren-Basengesetz besagt insofern etwas Ahnliches wie de 
Robbins-Effekt, als Cbherwiegen der H’-Ionen bei Uberschu8 an freien 
Sauren und der OH’-Ionen bei UberschuB an freien Basen eintritt 
Es muB aber betont werden, daB in unserem Falle die Beziehung nicht 
so eng an die Reaktion der Nahrlésung gebunden ist, denn sie wurd 
auch unter Verhaltnissen gefunden, in denen die Reaktion der Boden 
losung durch verschiedene Abstufungen der Nahrstoffmengen wede: 
zu Beginn noch bei Abschluf der Versuche eine wesentliche Veranderung 
gegeniiber normaler Ernahrung erfahren hatte. Unsere Beziehung 
diirfte daher eine Erweiterung des Robbins-Effektes insofern darstellen, 
als dieser nur die aktuelle Aziditat der Nahrlésung  beriicksichtigt, 
wahrend in unserer Hypothese sozusagen die physiologische Aziditat 
mit zum Ausdruck kommen diirfte. 


Die oben formulierte GesetzmaBigkeit ist nun nicht allein von 
Bedeutung fiir die Aufhellung der Beziehungen zwischen osmotischem 
Wert und Mineralsalzaufnahme der Pflanze, sondern auch fiir andere 
physiologische Zusammenhange, fiir die bisher keine befriedigende Er- 
klirung gegeben worden ist. Phosphorsiureiiberschu8 wirkt bekanntlich 
entwicklungsbeschleunigend und férdert vor allem die Bliiten- und Frucht- 
bildung!. Nach den Feststellungen von Klebs (14) und anderen Autoren 
tritt aber Blihreife vor allem dann ein, wenn die CQO,-Assimilation die 
Salzaufnahme iibertrifft. ChermaBige Salzanreicherung und damit 

‘das Zuriicktreten der CO,-Assimilate bedingt dagegen eine Verzégerung 
der Entwicklung und Blitenbildung. Nach unserer Annahme wird 
aber durch PhosphatiiberschuB die Kationenaufnahme gehemmt, 
wahrend von den bei der Tabakdiingung normalerweise vorhandenen 
Anionen SO; gleichfalls nur in geringem MaBe aufgenommen, NO, aber 
in den Stoffwechsel einbezogen wird, so da praktisch bei dieser Er- 
nihrungsform eine relative Armut an Salzen vorhanden sein mub 
Daf die Entwicklungsbeschleunigung bei Phosphorsaureiiberschub 
tatsichlich mit einer relativen Salzarmut in Zusammenhang steht, 
geht auch daraus hervor, dag PhosphorsiuretiberschuB bei Zusatz 
von Chlorid keine Entwicklungsbeschleunigung erkennen la6t. An- 
dererseits scheint auch durch Diingung mit Sulfaten eine giinstige 
Wirkung auf die Blihwilligkeit hervorgerufen zu werden, wie aus einer 


' Damit ist nicht etwa eine héhere Ertragsleistung verbunden. 
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Bemerkung von Boas (2,8. 110) hervorgeht, was unsere Anschauung 
ber die 4hnliche Wirkung von Phosphat und Sulfat bestatigen wiirde. 
Nun hat F&F. Hiltner (8) in anderem Zusammenhange, ebenfalls unter 
der Annahme, das ein Bestreben der Pflanze zur Erhaltung eines be- 
stimmten osmotischen Druckes vorhanden ist, die Hypothese auf- 
gestellt, daB bei UberschuB an Salzen im Zellsaft eine Starkeschoppung 
eintritt, weil die Hydrolyse der Starke zu einem weiteren Anstieg 
des an und fiir sich schon durch die Anwesenheit der Salze hohen os- 
motischen Druckes fiihren miBte. In Umkehrung dieser Hypothese 
dirfen wir unter der gleichen Voraussetzung annehmen, daB bei nie- 
driger Salzkonzentration im Zellsaft die Hydrolyse der Starke erleichtert 
und damit der osmotische Druck durch Zucker im Hinblick auf die 
Erreichung eines optimalen Wertes gesteigert wird, eine Annahme, die 
durch unsere Zucker- und Stirkegehaltsbestimmungen ebenso wie die 
Hypothese Hiltners tatsachlich bestatigt worden ist. Damit treten 
aber bei PhosphatiiberschuBdiingung diejenigen Bedingungen ein, 
die die Erreichung der Blihreife begiinstigen. Mehr soll im vorliegenden 
Zusammenhange tiber die Beziehungen zwischen osmotischem Wert 
und Salzaufnahme einerseits und den Wachstumsvorgaingen anderer- 
seits nicht gesagt werden, weil es zweckmaBig erscheint, hierzu die 
Ergebnisse der Untersuchungen iiber den Wasserhaushalt und den 
Kohlenstoffstoffwechsel mit heranzuziehen, die wir in einer folgenden 
Mitteilung ausfiihrlicher behandeln werden. Im Zusammenhang mit 
der Wirkung des Phosphats méchten wir nur noch auf eine praktische 
Frage hinweisen, fiir die gleichfalls das Sauren-Basengesetz eine Er- 
klarung gibt. Es ist die Frage der ungiinstigen Beeinflussung der 
Qualitat durch erhéhte Phosphorsauregaben. Bekanntlich ist Phosphor- 
sdure in gréBeren Mengen der Brennbarkeit und dem Geruch des Tabaks 
nicht forderlich, wahrend diese Eigenschaften durch chlorfreie Kalisalze 
begiinstigt werden. Der Grund fiir dieses Verhalten der Phosphorsiure- 
iiberdiingung diufte darin zu erblicken sein, daB bei gréBeren Gaben 
die Basenaufnahme und damit auch die Kaliaufnahme gehemmt wird, 
wahrend die Aufnahme von Saéuren und damit auch von Chlorid, wo 
solches z. B. noch aus Stallmist im Boden vorhanden ist, eine Férderung 
erfahrt. Bei schwacherer Phosphatdiingung wird dagegen die Basen- 
aufnahme begiinstigt und die Saurenaufnahme und damit auch ciejenige 
von Chlorid gehemmt, wodurch eine Verbesserung der Qualitat er- 
zielt wird. 

In enger Beziehung zum Wasserhaushalt stehen die diurnalen Schwan- 
kungen des osmotischen Wertes. Sie sollen daher ebenfalls erst im Zusammen- 
hang mit den Untersuchungen iiber den Wasserhaushalt eingehender ge- 
wirdigt werden. Hier sei lediglich zusammenfassend festgestellt, da} auch 
die diurnalen Schwankungen dem Gesetz der Nahrstoffbeziehungen unter- 
liegen und ebenso das Auftreten des Verschiebungsgesetzes bei fort- 
geschrittener Entwicklung erkennen lassen. So waren im Antang die tages- 
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zeitlichen Untersshiede bei Kali- und PhosphorsaureiiberschuB sowie be 
Stickstoffmangel gréBer als bei Kali- und Phosphorséuremangel und Stick 
stoffiiberschuB ; spaterhin traten die gréBten Schwankungen bei Stickstoft 
und PhasphorséureiiberschuB und Kalimangel ein und waren nunmehi 
bei Stickstoff- und Phosphorsiuremangel und Kalitiberschu®B geringer 
Somit brachte auch hier das Endergebnis eine deutliche Abhangigkeit 
vom Kalifaktor. Vom Standpunkt der lonenwirkung aus ergibt sich hieraus 
unter Beriicksichtigung dessen, daB Calcitummangel starkere, Calciumiiber 
schuB geringere und sulfathaltige Diingung gr6Bere, chloridhaltige aber 
geringere Schwankungen aufzuweisen hatte, eine Abnahme der Schwankung 
in der Reihenfolge PO, — Cl, wahrend Basen allgemein die Schwankung 
vielleicht in der Reihenfolge K —- Ca verringern. 

Wenn die bisherigen Untersuchungen auch nicht nach jeder Rich- 
tung hin endgiiltige Ergebnisse gebracht haben und in vielfacher Hinsicht 
noch eine VergréBerung des Zahlenmaterials wiinschenswert ware, so 
haben sie doch so viel gezeigt, daB sich in den Veranderungen des os- 
motischen Wertes unter dem Einflu8 der Mineralsalzernahrung weit- 
gehend die gesetzmaBigen Beziehungen des Ionenantagonismus wider- 
spiegeln und daB aus ihnen wichtige Erkenntnisse in ernihrungsphysio- 
logischer Hinsicht abgeleitet werden kénnen. 
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Uber den Zuckerumsatz der Darmlymph- 
und Blutgefibe, ferner der Mesenteriallymphknoten. 


Von 
Fk. P. Fischer und K. A. Winter. 
Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der Deutschen 
Universitat in Prag.) 
Arbeiten der biologisch-physikalischen Arbeitsgemeinschaft in Prag.) 


(Eingegangen am 9. Mdrz 1954.) 


Vor etwa zwei Jahren haben Weden sowie Kahn und Weden in 
der Frage der Zuckerresorption aus dem Darm gleichzeitige Unter- 
suchungen von Darmlymphe und Darmblut an Kaninchen und Hunden 
angestellt. Es erwies sich in diesen Versuchen, da$ die Darmlymphe 
sowohl beim niichternen als auch beim zuckergefiitterten Tier betracht- 
lich héhere Zuckerwerte aufweist als das Blut der Bein- und DarmgefaBe 
desselben Tieres. Keller berichtet in seinem Buch .,Die Elektrizitat 
in der Zelle**! ausfithrlich iiber diese Untersuchungen unter Wiirdigung 
der vorliegenden Literatur®. Er ist der Meinung, daf bei einem niedrigen 
Zuckergehalt des Darms unter 1 °,, 
gefiitterten Tier vorhanden ist, der Zucker durch die Verteilung der 
elektrischen Ladungen vorwiegend in die relativ elektropositiven Lymph- 
bahnen getrieben wird, wobei Keller nicht ausschlieBt, daB bei h6herem 
Kohlenhydratgehalt des Darms das rasch zirkulierende Blut einen 


wie er beim nuchternen oder fleisch- 


groBen Teil des Zuckers abtransportiert. 


Wir haben auf Wunsch von R. Keller derartige Untersuchungen 
an Katzen ausgefiihrt und iiberdies die Frage untersucht, ob der Lymph- 
zucker bei der Passage durch den Lymphknoten quantitative Anderungen 
erfahrt. Es haben sich fiir solehe Bestimmungen Katzen als sehr geeignet 
erwiesen und zwar vorwiegend magere Tiere. Magere Katzen haben nur 
wenig Fettgewebe im Mesenterium, weshalb die LymphgeféBe gut sichtbar 
sind. Man geht am besten so vor, daB man hungernden Katzen Milch zu 
trinken gibt und 2 bis 4 Stunden spater laparotomiert. Dann sieht man 
sehr schon alle LymphgefaiBe weiB und ist in der Lage, ihre topographische 
Anordnung genau kennenzulernen. Hat man sich im Aufsuchen der 
LymphgefaBe geniigend Ubung erworben, so kann man am hungernden 
Tier die ungefarbten LymphgefaBe leicht finden und die Lymphgewinnung 


! Keller, Die Elektrizitat in der Zelle. Verlag J. Kittls Nachf., Mahr.- 
Ostrau, 1932. 2 Altere Befunde iiber Zuckerresorption, vorzugsweise 
durch die Lymphe, liegen schon aus der zweiten Halfte des 19. Jahr- 
hunderts (Heidenhain, Brasol, Cohnstein, Ginsberg, Briicke) vor; sie sind, 
wie Keller schildert (Klin. Wochenschr. 1932, S. 2106), in Vergessenheit 
geraten. 
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eintiben. Zu diesem Zweck haben wir in Avertinnarkose riicklings auf 
gebundene Katzen in der linea alba laparotomiert, was blutfrei gelingt. 
und den Darm nach Zuriickschlagen des Netzes vorgezogen. Es ist von 
Vorteil, ein dunkles, feuchtes Tuch unterzulegen, weil man dann die feinen 
LymphgefaéBe noch besser sieht. Den vorgezogenen Darm haben wir leicht 
angespannt und mit einem Linearmesser, wie es die Augenarzte zum Star 
schnitt verwenden, oder mit einer augenarztlichen Fremdkérpernade! 
die LymphgefaBe eingeschnitten. Man halt dabei die Schneide des Messers 
nach oben, ritzt das GefaiB auf der Hoéhe seiner Kritmmung und wahit 
am besten eine Vereinigungsstelle zweier kleinster Aste. Dort liegen fast 
nie BegleitblutgefaBe und darum quillt die Lymphe nach dem Anschneiden 
oder Anstechen ganz blutfrei. Die Lymphe wurde sofort mit vorher ge- 
wogenen Bangschen Papierchen aufgesaugt und das zugeh6érige Darmstiick 
leicht und zart in der Richtung der peristaltischen Bewegung gefaltet 
und wieder gerade gezogen. Wir hatten namlich in Vorversuchen die Er 
fahrung gemacht, daB die Lymphe reichlich quillt, wenn man solche kiinst- 
lichen Bewegungen, die der Peristaltik ahneln, ausfiihrt. Wir hatten in 
Vorversuchen ferner untersucht, welchen EintluB die Zeit, innerhalb welcher 
die Lymphe in das Banjsche Papierchen eingesogen wird, auf die Zucker- 
bestimmung ausiibt. Wir machten uns niémlich selbst sogleich den Einwand, 
daB der so bestimmte Zuckergehalt immer zu hoch ausfallen werde, weil 
wahrend der Zeit der Lymphgewinnung Wasser aus dem Bangschen Papier 
in untibersichtlicher und veranderlicher Weise abdunsten wiirde. Wir 
konnten uns aber iiberzeugen, daB diese Vermutung nicht zu Recht bestand. 
Die Verdunstung aus den Langschen Papierchen ist gering und geht so 
langsam vor sich, daB sie als Fehlerquelle nicht in Betracht kommt. In 
den Zeiten, die zur Gewinnung gentigend groBber Lymphmengen notig 
waren, verdunstet praktisch gar nichts. Wir haben immer Doppelbestim- 
mungen ausgefiihrt, bei welchen die Gewinnungszeiten naturgemaéB nicht 
gleich waren, oft sogar nicht unerheblich voneinander abwichen. Die 
Lymphbahn, die von einer Darmschlinge ausging, punktierten wir an zwei 
Stellen, némlich in dem Gebiet vor dem Lymphknoten, zu welchem sie 
strémte, sowie in dem LymphgeféiB, das vom Lymphknoten abfiihrte. 
Ferner untersuchten wir das arterielle Blut jener Darmschlingen, welche 
das Quellgebiet fiir die abflieBende Lymphe darstellen, und das vendése, 
das aus ihnen abstrémte. SchlieBlich entnahmen wir noch Proben dem 
arteriellen GefaB, das zu jenem Lymphknoten fiihrte, welcher in den unter- 
suchten Lymphstrom eingeschaltet war, sowie der Vene, die aus diesem 
Lymphknoten abfiihrte. Wir gewannen also in einem Versuch sechs Paare 
von Proben, deren Zuckerspiegel nach Hagedorn-Jensen bestimmt wurde. 
Es wurde demnach bestimmt, der Zuckerspiegel der Darmarterie und der 
Darmvene, der Zuckerspiegel der aus dem Darm unmittelbar abfiihrenden 
Lymphbahn, der Zuckerspiegel der aus dem _ regionéiren Lymphknoten 
abfiihrenden Lymphe und der Zuckerspiegel der Lymphknotenarterie und 
-vene. RegelmaBig wurde der Diinndarm verwendet und zwei Versuchs- 
reihen ausgefiihrt, namlich Bestimmungen am hungernden Tier und Be- 
stimmungen nach Zuckergaben. 


Untersuchungen am hungernden Tier. 
Als typisches Beispiel sei folgendes Protokoll gegeben, welches wir von 
einer 3kg schweren weiblichen Katze gewannen, die nach 48 Stunden 
Hungerzeit mit 0,9g Avertin narkotisiert wurde. Das Tier wurde tief 
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chlafend aufgebunden. Wir haben im ganzen acht Katzen in hungerndem 
Zustand untersucht und gefunden, dai der Zuckergehalt der Lymphe 
mmer wesentlich héher lag als der Blutzuckerspiegel. Die geringste Ditferenz 
waren 25 mg-°., die gréBte 200 mg-°,, der Durchschnitt betrug 106 mg-°,. 





r Menge Zucker 
Ort der Entnahme 

mg mg-9 9 
Darmarterie ......... 85 75,5; 137 130 
Darmvene . 2... . «+ ws sO 94,5, 129 127 
Vom Darm abfithrende Lymphe 42 50,5 354 361 

Vom Lymphknoten abfihrende 

EOMUNG. cnn. ce ex te 32,5 315 318 
Lymphknotenarterie . . . . . | 113 86 141 142 
Lympknotenvene. ..... . | 1195 115 135 132 


In sechs von acht Versuchen fanden wir, daB die Zuckerwerte des zum 
Lymphknoten fiihrenden BlutgeféBes héher lagen als die vom Lymph- 
knoten abfiihrenden, daB also im Lymphknoten eine Zuckerzehrung statthat. 
Diese Zehrung betrug 15 mg-°,, im Minimum und 85 mg-°, im Maximum. 
In einem Fall war der Zuckerspiegel des abfiihrenden héher als der des 
zutithrenden LymphgefaBes und in einem Fall lagen die Werte der Doppel- 
bestimmungen zu sehr auseinander, um ein sicheres Urteil zu gestatten. 

Der Blutzuckerspiegel der Arterie lag in unseren Fallen meist hoher 
als der der Vene. 


Untersuchungen am mit Zucker gefiittertem Tier. 


Wir haben Katzen, die 48 Stunden lang hungerten, wiederum Avertin 
gegeben, und zwar 0,3 g pro kg Tier, das tief schlafende Tier laparotomiert 
und dem niichternen Tier Lymph- und Blutproben entnommen. Hierauf 
haben wir 15cem einer 2°,igen Glucoselésung in den Magen eingebracht 
und nach 20 Minuten wiederum Lymph- und Blutproben entnommen. 
Wir lassen als Beispiel wieder einen typischen Versuch folgen. Es wurde 
eine 1100 g schwere mannliche Katze verwendet. Es ergab sich aus diesen 
Versuchen, da der Zuckerspiegel der Lymphwege bei Zufuhr einer 2° igen 
Glucoselésung in den Magen in weit héherem Grade steigt als der der Pfort- 


aderwege. Unsere Untersuchungen an Katzen ergaben also mit einer 
Methode, in der wir uns bemiihten, den physiologischen Verhaltnissen 
noch naher zu kommen — eine volle Bestatigung der von Kahn und Weden 


seinerzeit an Hunden erhobenen Befunde. Die Ergebnisse deuten darauf 
hin, daB fiir den Transport des Zuckers aus dem Darm schon bei medrigen 
Konzentrationen der Blut- und der Lymphweg in Betracht kommen. 





Hungernd Nach Zuckergabe 
Ort der Entnahme — 
mg mg-° 9 mg mg-° |g 
MM EAT ae Ag ig 106.2 88.7 155 165) 101.9 85,1 234 241 
VORe is Sake a 90,8 85.4 142 146 | 117,5 90,6 222 230 


Vom Darm abfihrendes 
LymphgefaB . 1... . 40,0 38,0 325 382 382.3 23.4 465 530 
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Zusammenfassung. 

1. Der Zuckerspiegel der peripheren Darmlymphe ist’ bei de 
hungernden Katze immer héher als der Zuckerspiegel des Darmvenen 
und Darmarterienblutes. 2. Der Zuckerspiegel des Darmarterienblut: 
der hungernden Katze liegt itiber dem Zuckerspiegel des Darmvenen 
blutes. 3. In sechs von acht Versuchen lag der Zuckerspiegel der zun 
Lymphknoten str6menden Lymphe héher als der der abstr6mende: 
Lymphe. 4. Bei maBigen Zuckergaben in den Magen hungernder Katze: 
liegen die Zuckerwerte der Lymphe stets héher als die Blutzuckerwert: 
in den aus demselben Darmabschnitt kommenden GefaBen. 
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Druckfiltrierung yon Thymonucleinsiure. 


Von 
Torbjorn Caspersson. 
(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 8, Mdrz 1934.) 


Das Natriumsalz der Thymonucleinséure ist in reinem Zustande 
besonders labil und wird sowohl von schwachen Sauren als auch von 
Basen schnell denaturiert. Es ist darum sehr wichtig, daB die Her- 
stellungsmethodik so schonend wie méglich ist. Diejenige von den 
bisher beschriebenen Methoden, welche die kleinste Einwirkung auf die 
Nucleinsaure herbeifiihrt, ist die von HL. Hammarsten (1) modifizierte 
Methode von J. Bang (2). Bei dieser wird die Nucleinsiure durch 
gesittigte Kochsalzlésung gelést. Alle Operationen werden bei gegen 
Lackmus neutraler Reaktion und bei einer Temperatur von U° bis + 1° 
ausgefiihrt. Wie Hammarsten gezeigt hat, unterscheidet sich die in 
dieser Weise gewonnene Substanz in mancher Hinsicht von der mit 
anderen gréberen Methoden gewonnenen. Beispielsweise mischt sie sich in 
allen Proportionen mit Wasser und gibt stabile Lésungen, die nicht 
spontan gelatinieren. Die x%-Thymonucleinséiure dagegen, die durch 
Erwarmung oder vorsichtige Alkalibehandlung der eben genannten 
Substanz hergestellt werden kann, und ein Denaturierungsprodukt 
darstellt, kann nur in verhaltnismaBig sehr verdiinnter Lésung ohne 
bald eintretende Gelatinierung existieren. 

Bei der eben genannten Herstellungsmethodik ist es unmédglich, 
einen prozentual sehr unbedeutenden EiweiBrest, der auf den Quotienten 
N/P nicht bemerkbar einwirkt, aber eine Opaleszenz der Lésung ver- 
ursacht, zu vermeiden. Bei gewissen Untersuchungen, besonders wenn 
es notwendig ist, mit starkeren Konzentrationen zu arbeiten, und bei 
der Polarisation, kann aber diese Opaleszenz sehr stérend sein. 

Die Entfernung dieses letzten EiweiBrestes st6Bt auf recht groBe 
Schwierigkeiten. Das Eiweif ist durch die Alkoholbehandlung denaturiert 
und kommt als ziemlich groBe, ultramikroskopisch sichtbare Aggregate 
vor. Das Sol wird durch die Nucleinsaure stabilisiert und wegen der auber- 
ordentlich hohen Viskositét der Lésungen (schon eine 1°,ige Lésung ist 
sehr dickfliissig) gelang es nicht. durch mehrstiindiges Zentrifugieren mit 
6000 Umdrehungen pro Minute irgendwelchen sichtbaren Effekt zu er- 
reichen. 

Da die EiweiBaggregate wahrscheinlich gr6Ber sind als die Nuclein- 
sduremolekiile, wurde Filtrierung unter verschiedenen Bedingungen ver- 
sucht. Filtrieren mit gewohnlicher Methodik fiihrte zu gar keiner Reinigung. 
Konzentriertere Lésungen passieren das Filter auSerordentlich langsam. 
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Der nachste Schritt war Ultrafiltrierung. Bei Versuchen mit ver- 
schiedenen Filtersorten zeigte sich hierbei die interessante Tatsache, 
daB die Thymonucleinsdure kongorotdichte Filter nicht passierte. Wenn 
Filter mit steigender Porenweite benutzt wurden, zeigte es sich, 
daB EiweiBmolekiile Filter passierten, welche Nucleinsiure nicht durch- 
lieBen, woraus die iiberraschende Tatsache hervorgeht, daB die Komple x 
der Nucleinsdurelisung gréper als die Eiweifmolekiile sein miissen. 
So passierte beispielsweise Serumalbumin das grébste Zcllafilter, das 
zur Verfiigung stand, sehr schnell auch mit maBigem Filterdruck, 
wogegen Thymonucleinséure spurenweise erst nach langer Zeit bei 
héchstem zulassigen Filterdruck durchtrat. Wiederholte Filtrierungen 
mit abwechselnd Eiwei8Z und Nucleinséiure gaben dasselbe Resultat, 
weshalb von einer Verstopfung der Filterporen nicht die Rede sein 
kann. 

Aus diesen Resultaten kénnte man vielleicht schlieBen, daB auch 
das Verhaltnis zwischen den Radien der dispergierten EiweiBteilchen 
und der Nucleinsiuremolekile von einer ganz anderen GréBenordnung 
sein mu, als man von vornherein erwarten wiirde, woraus sich die 
Schwierigkeit, einen tatsachlichen Filtriereffekt zu erreichen, erklart. 
Die Méglichkeiten, eine Filtrierung zu erreichen, scheinen dadurch 
ersch6pft zu sein. Es ist aber méglich, aufeinem anderen Wege weiter- 
zukommen. 

Wenn eine polydisperse kolloide Lésung durch ein Filter gepreBt 
wird, dessen Porenweite von derselben GréBenordnung ist wie die 
dispergierten Teilchen, wachst der Widerstand, den das Filter dem 
einzelnen Teilchen entgegensetzt, schnell mit dem Teilchenradius. 
Dies bringt es mit sich, daB die Zeit fiir die Passage durch das Filter 
fiir ein gréBeres Partikelchen viel langer ist als fiir ein etwas kleineres. 
Die ersten Portionen des Filtrats sind also hochdisperser als die letzten. 
' Damit ergibt sich eine Méglichkeit zur partiellen Separierung des Sols, 
die besonders verwendbar ist, wenn, wie in diesem Falle, der Unterschied 
zwischen den Radien doch so klein ist, daB es nicht méglich ist, den 
klassischen Filtrierungseffekt zu benutzen. AuBer durch die Porenweite 
wird die Wirkung durch die Filterdicke bestimmt. Je linger der Weg 
durch das Filter ist, um so gréBer ist der Separierungseffekt. 

Bei den Versuchen, diese Verhiltnisse speziell auf das Problem der 
Reinigung der Thymonucleinséurelésungen von EiweiBpartikeln zu_ver- 
werten, zeigte es sich, daB die Porenweite des feinporigsten, besten, schwe- 
dischen Filtrierpapiers geeignet war. Um den gré8ten Effekt zu erreichen, 
wurden dicke Schichten benutzt (in der Regel 25 bis 50 Papiere). Es wurde 
mit einem Filterdruck von 75 bis 100 Atm. gearbeitet, was von diesen 
Filtern gut vertragen wurde und iiberdies notwendig war, da konzentriertere 
Lésungen bessere Resultate gaben. Eine 4°,ige Thymonucleinséurelésung 
wurde benutzt, die infolge ihres Gehalts an Eiwei8 ganz opak war. Dieser 
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EiweiBgehalt war prozentual zu niedrig, um die Biuretreaktion zu geben, 
und diese konnte nicht als MaB der Reinigung verwendet werden. Als 
soleches wurde dann die Lichtextinktion benutzt, mit Rotometer im kurz- 
welligsten Bereich des Spektrums gemessen, wo diese unspezifische Licht- 
absorption am starksten ist. (Methodik: Stufenphotometer von Zezss, 
Filter 8S 43.) Nach der ersten Filtrierung, die durch ein 50schichtiges 
Filter mit 80 Atm. Uberdruck getrieben wurde, stieg die Lichtdurchlassig- 
keit bis auf das Fiinffache. Durch mehrmaliges Filtrieren durch immer 
neue Filter gelang es, die Lésung fast ganz von der Opazitat zu befreien. 
Die Durchlassigkeit einer 1-cm-Schicht stieg von 7 bis auf mehr als 95°... 

Es war nicht mdéglich, weiter als zu 95°,, zu kommen. Wahrscheinlich 
absorbiert auch die absolut reine 4°,ige Nucleinséurelésung einige Prozente. 
Eine exakte Angabe des Reinigungseffektes kann deshalb nicht gegeben 
werden, nur liegt er weit itiber 90°,. Dem Auge erscheint diese Lésung 
wasserklar. Was das Entfernen dieses scheinbar unbedeutenden EiweiB- 
restes beispielsweise fiir die Polarimetrie bedeutet, zeigt eine einfache Be- 
rechnung. Schon im 5-cm-Polarimeterrohr laBt die oben genannte filtrierte 
Lésung mehr als 10000mal mehr Licht durch als die unfiltrierte. 

DaB es sich um den oben genannten Effekt handelt, geht unter anderem 
daraus hervor, daf die erste Portion des Filtrats klarer ist als die spateren. 
Wird dieselbe Lésung wiederholte Male durch dasselbe Filter filtriert 
(wobei eine Filtrierung beendet wird, wenn der Fliissigkeitsspiegel in die 
Obertlache des Filters verschwindet), so werden die ersten Filtrate immer 
klarer, die spéiteren dagegen immer opaker. Dies erklart sich daraus, da} 
die gréberen Partikelechen nach so vielen Passagen den Weg durch das 
ganze Filter durchgemacht haben. Es ist also notwendig, bei wiederholten 
Filtrierungen das Filter oft zu wechseln. 


Literatur. 


1) Hammarsten, diese Zeitschr. 144, 3, 1924. — 2) Bang, Beitr. z. 
chem. Phys. u. Pathol. 1, 189; 4, 115, 362; 5, 317. 








Die Anderungen des Muskelvolumens bei der tetanischen 
Kontraktion als Ausdruck der chemischen Vorginge im Muskel. 


Von 


Hans Hartmann. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 2. Marz 1954.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


Im Jahre 1925 konnte FE. Ernst! zum ersten Male mit Sicherheit 
an Froschgastrocnemien eine Abnahme des Volumens bei der Muskel- 
kontraktion nachweisen, die im Mittel 2.10-°cem pro g Muskel fiir 
eine Einzelzuckung mit 300 g Spannungsentwicklung ausmachte. Die 
von Ernst? gegebene Deutung dieser Volumenkontraktion als Folge 
einer mit den Erregungsvorgaingen im Muskel parallel, also der eigent- 
lichen Kontraktion voraus laufenden Elektrostriktion, kann nach den 
Untersuchungen von Meyerhof* den Tatsachen nicht gerecht werden. 
Meyerhof zeigte mit der wesentlich verbesserten Hrnstschen Registrier- 
methode fiir die Volumenmessung, daB der Beginn der Volumen- 
kontraktion zeitlich innerhalb der MeBgenauigkeit von 1 o mit der Muskel- 
kontraktion zusammenfallt, ferner, daB die Kontraktion des Volumens 
im Tetanus bei gleichbleibender Spannung weiter zunimmt, und dal 
schlieBlich eine die Muskelkontraktion iiberdauernde Volumenabnahme 
als Riickstand iibrig bleibt, der nur langsam abfallt. Dabei war dieser 
Riickstand bei isometrischer Kontraktion wesentlich gréBer als bei 
isotonischer. Aus all diesen Befunden schloB Me yerhof, daB die Volumen- 
schwankung bei der Kontraktion eine Folge der chemischen Umsiatze 
im Muskel sein miisse. Die dilatometrische Untersuchung der bei der 
Muskeltatigkeit beteiligten chemischen Vorgaénge im Muskelextrakt 
ergab, daB hierbei Volumenschwankungen von derselben GréBen- 
ordnung und Richtung auftreten, wie sie der Muskel in toto bei der 
Kontraktion erkennen la4Bt. Hierdurch war von Meyerhof* ein Zu- 
sammenhang zwischen den Anderungen des Molekularvolumens der bei 
der Muskelkontraktion chemisch reagierenden Systeme und der 
Schwankung des Gesamtmuskelvolumens bei der Kontraktion nach- 
gewiesen. 


1 E. Ernst, Pfliigers Arch. 209, 613, 1925; 218, 144, 1926. — * Derselbe, 
ebenda 214, 240, 1926; 218, 137, 1927; 220, 672, 1928. — * O. Meyerhoj, 
Naturwiss. 20, 977, 1932; O. Meyerhof u. W. Méhle, diese Zeitschr. 260, 
454 u. 469, 1933. — 4 O. Meyerhof u. W. Méhle, diese Zeitschr. 261, 252, 
1933. 
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Auf Veranlassung von Professor Meyerhof habe ich diesen Zu- 
sammenhang naher untersucht. Denn, wenn man die mit der Muskel- 
tatigkeit verkniipfte Volumenkontraktion auf Grund der Modell- 
versuche mit Muskelextrakt im wesentlichen als Folge des Kreatin- 
phosphorsaurezerfalls deuten zu kénnen glaubte, so blieb es vorerst 
unklar, warum die im Modellversuch gefundene Dilatation durch 
Milchsaurebildung beim Versuch am Muskel in toto nur ganz ungeniigend 
in Erscheinung tritt. Zumal diese Dilatation bei zunehmender Er- 
miidung des Muskels mit steigender Milchsiureanhaufung den kontrakto- 
rischen Effekt des Phosphagenzerfalls bei weitem hatte twherwiegen 
missen. Diese Frage galt es zuerst zu kliren. Weiterhin sollte versucht 
werden, eine quantitative Ubereinstimmung zwischen der im Muskel 
bei der Kontraktion zerfallenen Kreatinphosphorsiuremenge und der 
hierbei aufgetretenen Volumenkontraktion einerseits und den im 
Dilatometer fiir die enzymatische Phosphagenspaltung gefundenen 
Werten andererseits aufzuweisen. Zu diesem Zwecke muBten Versuche 
an mit Monojodessigsiure vergifteten Muskeln ausgefiihrt werden. 
Nur eine quantitative Ubereinstimmung der im Dilatometermodell- 
versuch gemessenen Anderung des Molekularvolumens der bei der 
Muskeltatigkeit chemisch reagierenden Systeme mit der Volumen- 
inderung bei der Kontraktion des intakten Muskels kann uns die 
Berechtigung geben, eine gemeinsame physikalisch-chemische Grund- 
lage fiir beides anzunehmen. 


I. Dilatometermodellversuche. 
Enzymatische Spaltung von Kreatinphosphorsdure (Krp.). 


Meyerhof und Méhle fanden im Dilatometerversuch fiir die enzy- 
matische Spaltung von Krp. eine Volumenkontraktion von im Mittel 
—11,5 ccm pro mol abgespaltene Phosphorsiure!. Die Werte wurden 
bei Verwendung eines 85°, reinen Bariumpraparats erhalten, bei 
dem mit einer Verunreinigung von Hexosemonophosphat und dement- 
sprechend mit einer gleichzeitig mit der Phosphorsiureabspaltung 
verlaufenden geringen Milchsaurebildung gerechnet werden mubBte. 
Da die Milchsiurebildung mit einer Volumendilatation verlauft, so 
ist — wie Meyerhof schon betonte — der kontraktorische Effekt fir 
die Spaltung eines reinen Krp.-Praparats etwas gréBer anzunehmen. 
Da eine eindeutige Festlegung dieses Wertes die Voraussetzung fiir 
eine Berechnung der aus dem Krp.-Zerfall im Muskel zu erwartenden 
Volumenverminderung ist, wurde er in acht Versuchen noch einmal 
genau bestimmt. Hierzu wurden mir von Herrn Dr. Lohmann ver- 
schiedene bis zu 99°, reine Bariumpriparate von Krp. zur Verfiigung 


1 Vgl. O. Meyerhoj u. W. Mohle, diese Zeitschr. 261, 252, insbesondere 
258, 1933. 
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gestellt. Die Methodik war die gleiche, die von Meyerhof bei den friihe: 
Messungen angewendet worden war. Die Versuchstemperatur betriy 
20° und war auf ! jo.” konstant. Die DilatometergefaBe wurden mit 
frischem Kaninchenmuskelextrakt (Wasserauszug) gefiillt, dessen 
auf 7 gebracht worden war', und nach eingetretenem Temperatu: 
ausgleich eine bekannte Menge Krp. in Lésung eingespritzt. Im Kontro|| 
dilatometer wurde in demselben Zeitpunkt eine gleiche Wassermenge 
zum Muskelextrakt zugegeben. Die Tabelle I zeigt die Zusammen 
stellung der Versuche. 
Tabelle I. 
Volumenkontraktion bei der enzymatischen Krp.-Spaltung bei 
Pu 7 und 20°. 





eem Volumen- 

















Ver- — mg P, 0 Volumen- kontraktion pro 
suc JYersuchsdauer m au5 oO rakti i ( aSspaiten: 
uch Versuchsdauer Priparats abgespalten k as gene in m ewe ~ ! 
Nr. oF phosphorsiiar 
1 3 Std. 95,4 9,2 1,77 — 13,6 
ys 2 15 Min. 95,4 13,1 2,44 13,2 
3 2 y So. 90.6 15,1 2,33 — 11,1 
4 a: 98.7 9,7 2,46 — 18,1 
5 4. ©, 99.6 13,9 2,73 — 13,9 
6 8 30 98,7 14,0 2,84 14,4 
7 |). 2.8 95,4 13,0 2,42 ~ 13,2 
8 ig in 95,4 11,6 2,36 14,5 
Mittel : — 14,0 
P ae Se! 
Abb. 1. 


Die Volumenabnahme bei der enzy- 
matischen Kreatinphosphorsaare- 


ac spaltung. 
e@——e Muskelextrakt - Kon- 
trolle. 
| O——O Muskelextrakt mit Krp.- 
Zusatz. 





O—- Resultierende Volumen- 





~2 abnahme fiir die Krp.- 
Spaltung (insgesamt 
| Ni 13,98 mg P20; abge- 
\ spalten). 
| Nie | 
| i ee 

-3} 1 | ~~, | 


jf : L va 
Bei der Spaltung von 1 mol Krp. durch Enzym bei px 7 tritt eine 


Volumenkontraktion von — 14 ccm auf. 


1 Optimum fiir die Spaltung von Kreatinphosphorséure. Vgl. O. Meyer 
hof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 196, 30ff., 1928. 
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Die Abb. 1 zeigt den zeitlichen Verlauf der Spaltung aus Versuch 6 
an der Volumenabnahme. Der Zerfall kommt nach 3!/, Stunden zum 
stehen, wobei insgesamt 13,98 mg P,O,; aus Krp. abgespalten worden 
sind, d. h. 88% der zugesetzten Krp.-Menge sind zerfallen. 

Die geringe, mit der Zeit mehr und mehr abnehmende Volumen- 
kontraktion, die der Kontrollextrakt ohne Krp.-Zusatz erkennen laBt, 
wird jedenfalls zum Teil als Folge des Adenylpyrophosphatzerfalls im Extrakt 
angesprochen werden diirfen, der nach Meyerhof mit einer Volumen- 
kontraktion einhergeht'. Ein Extrakt, der lange gestanden hat, zeigt 
nicht mehr diese spontan verlaufende Volumenabnahme, hat aber dann 
auch die Fahigkeit, Krp. zu spalten, im wesentlichen verloren. Nun hat 
Lohmann in jiingster Zeit gefunden, daB eine Krp.-Spaltung durch Muskel- 
extrakt ohne das Vorhandensein von Adenylpyrophosphat (Adp.) nicht 
stattfindet®. Diese Tatsache macht es versténdlich, daB ein Extrakt, der 
keine spontan verlaufende Volumenabnahme mehr zeigt, Krp. nicht mehr 
zu spalten vermag, denn dann ist sein hierzu als Co-Ferment notwendiges 
Adp. bereits vollstandig zerfallen. 


Sdurespaltung von Krp. 

Gegentiber der Volumenkontraktion von l4ccm pro mol 
enzymatisch bei pu 7 gespaltener Krp. ergibt die Spaltung durch Saure 
bei px 1 eine Volumendilatation von fast +- 7 ccm pro mol. Die Ta- 
belle Il zeigt eine Zusammenstellung von vier Dilatometerversuchen 
iiber die Krp.-Spaltung durch n/10 HCI. 


Tabelle Il. 


Volumendilatation bei der Krp.-Spaltung durch Saure bei 
PH 1 und 20°. 





cem Volumen- 


Walnnen dilatation 


nee hare i Le eee Reinheit mg P.O; Actas pro mol 
Versuch Versuchsdauer des Praparats abgespalten : dilatation gespaltene 
in 10-4 cem een 
reatin- 
Nr. Std. 09 phosphorsaure 
1 8 90,6 13,0 1,33 7,2 
2 8 90,6 13,2 1,08 + 5,8 
3 7 95,4 10,2 1,04 + 7,2 
4 7 95,4 10.8 0,98 +65 
Mittel: + 6,7 


Die Abb. 2 zeigt die Geschwindigkeit der Aufspaltung von Krp. 
durch Salzsiure verschiedener Konzentration mit und ohne Zusatz 
von Molybdat, das nach den Untersuchungen von Lohmann® die 
teaktion katalytisch beschleunigt. 


1 Vgl. Meyerhof u. Méhle, diese Zeitschr. 261, 258, 1933. — * Noch 


nicht publizierte Versuche von Lohmann. — * K. Lohmann, diese Zeitschr. 


194, 309 u. 324, 1928. 
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Da fiir die folgenden Berechnungen in dieser Arbeit nur der {, 
die enzymatische Krp.-Spaltung bei pu 7 gefundene Wert von — 14 « 
pro mol von Bedeutung ist, soll eine theoretische und experimente| 
Erklarung des hierzu im Gegensatz stehenden, dilatorischen Effekt. 
bei der Saurespaltung, die in der verschiedenen Lonisation der Spal 
produkte bei pu 7 und 1 gesucht werden muB, erst spaiter gegeber 
werden. 

Fir die wesentlichsten der bekannten chemischen Umsitze bei 
der Muskeltatigkeit ergibt sich nach den von Meyerhof und Méhi. 

mitgeteilten bzw. den eben 
mns ; Loe re ae beschriebenen —Dilatometerver- 
| | suchen mit Muskelextrakt folgen- 


2 ge eats des Verhalten des Molekular- 
| volumens: 


Fiir die Milchsdéurebilduny 
(Ms.). Pro mol aus Glucose 
Hexosediphosphat oder Hexose- 
monophosphat enzymatisch ge- 
bildete Milchsdéure entsteht eine 


| 








0 nLaen J 
2 ¢ 6 bStd. s : _ 
Abb. 2 Volumendilatation von + 24¢cm 
Abb. 2. 
Die Volumenzunahme bei der Siurespaltung (M. u. M.). 
von Kreatinphosphorsiure. Fiir die Kreatinphosphor- 
A 4 Krp. in n/10 HCl (89°%/) aufge- sdures 4 . 
’ ¢ 8s ( ere ) 
von dur paltung (Krp.) Pre mol 
J}——1 Krp. in n/10 HCl + 0,1 %/9 Molyb- enzymatisch gespaltene Krp. ent- 


dat (92° 9 aufgespalten). ee Ee 5 =. © = er 
O Erp. in ni2 HCl + 0,5% Molyb- St ht eine Volumenkontraktion 


dat (100/, aufgespalten). von — 14cem (H.) 
Fiir die Adenyl pyro phos phut- 
spaltung (Adp.). Pro mol enzymatisch vollstandig gespaltene, d. h. 
dephosphorylierte und desaminierte Adp. entsteht eine Volumenkon- 
traktion von — 42ccm (M.u. M.), wovon je — 21 cem auf die De- 
phosphorylierung bzw. die Desaminierung allein entfallen. 


II. Volumeninderung bei der tetanischen Muskelkontraktion. 
Allgemeine Versuchsanordnung. 


Das GefiB, in dem die Volumenmessungen ausgefiihrt wurden, war 
das gleiche, welches von Meyerhof und Méhle? in dieser Zeitschrift beschrieben 
worden ist. Ebenso entsprach die ganze Versuchsanordnung im wesentlichen 
den dortigen Angaben. Um das Verhalten des Volumens zweier Paralle!- 
muskeln unter verschiedenen Bedingungen gleichzeitig oder kurz nach- 
einander registrieren zu kénnen, wurde ein zweites, gleichartiges Volumen- 
meBgefaB mit isometrischem Spannungshebel angefertigt und im Thermo 


1 O. Meyerhof u. W. Méhle, diese Zeitschr. 261, 252, 1933. — ? Die- 
selben, ebenda 260, 456, 1933. 
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aten so angeordnet, dai die Kapillaren der beiden GetaBe dicht neben- 
nd halb untereinander zu liegen kamen. Dadurch wurde die Beleuchtung 
er richtig eingestellten menisci in beiden Kapillaren durch das Licht einer 
inzigen Punktlichtlampe ermédglicht. Die vergréBerte Abbildung det 
leniscusverschiebungen auf dem Photographion erfolgteé durch zwei getrennt 
oneinander einstellbare Mikroskopobjektive. Die gleichzeitige Registrierung 
ler Spannung geschah nach der Anordnung von Meyerhof und Moéhle mit 
lem Unterschied. daB statt eines ausgeleuchteten Spaltes die Brennlinie 
iner Zylindeclinse auf der Registrierebene schart abygebildet wurde. 

Da es bei fast allen Versuchen auf den Gesamtvolumeneffekt einer 
totalen, | bis 5 Minuten dauernden Ermitidungsserie ankam. muBte auf 
auBerste Temperaturkonstanz tiber viele Minuten hin Wert gelegt werden. 
Die Versuche wurden im thermokonstanten Raum ausgefiihrt, in welchem 
sich der Versuchsthermostat wahrend der Versuchsdauer aut annihernd 
10? Grad konstant ha!ten lie}. Um die zur Konstanthaltung notwendige 
Riihrung des Thermostaten erschiitterungstrei zu halten, wurden zu deren 
Antrieb ausschlieBlich Gumimitransmissionen verwendet. AuBverdem wurde 
spater die Rihrung,. unabhingig vom Thermostaten, an einem in der Zimmer 
wand betestigten Halter angebracht. 


Methodisehe Angaben. 


Versuchstemperatur : 15°. 

Versuchsmaterial: | bis 2g schwere Gastrocnemien von Eskulenten, 
die am isometrischen Spannungshebel des VolumenmeBgetaBes befestigt 
und mit Platinelektroden zur direkten Reizung versehen waren. 

VolumenmeBgetaBe: Zwei Ge- 
fabe. a) 79 cem, b) 77 cem C a un 
Inhalt. Querschnitt der weiteren am 
Kapillare: 0.244 qmm; Querschnitt — Hexar 
der engen Kapillare: 0.0485 qmm 
fiir a) und b). 

Fillfliissigkeit : Bei den ersten 
Versuchen Froschringerlésung., 
spater, um die in wiasserigem Milieu 
auftretenden Quellungsvorgiinge 
auszuschalten, Chemisch reines Pa- 
raffindl'. Die Kapillare, in der die 
Volumenschwankungen als Me- 




















rn 
Parat fino! 


niscusverschiebungen registriert Abb. 3. 

wurden, wurde immer mit Hexan  Kapillaransatz des Volumenmefigefifies mit 
getiillt. Der Meniscus wurde dabei zwischen Paraftiné] und Hexan eingeschalteter 
Wassersperrschicht. a und ec markieren die 
: : ; , Stellen. auf die der Hexanmeniscus in der weiten 
Kapillare in das weite Rohrstiick bzw. der engen Kapillare zur Registrierung 
eingestellt, um die Volumenschwan- eingestellt wird 


méglichst nahe dem Ubergang der 


kungen so ungedampft und unver- 
zerrt wie moglich registrieren zu kénnen®?. Bei den Versuchen mit Paraffin- 
Olfidlung wurde an der Stelle, wo die Kapillare in das weite Rohrstiick 
ubergeht, eine Wassersperrschicht zwischen Paraffinél und Hexan ein 
geschoben (vgl. hierzu Abb. 3). 

' Einzelheiten spater im Text. > Vel. O. Meyerhof uu. W. Méhle, 
diese Zeitschr. 260. insbesondere 463ff.. 1933. 


11 
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feizung: Aussehlieblich tetanisch, meist mit 2 Sekunden ‘Tetani, dir 
inetwa 10 Sekunden Abstand von einem rotierenden AKeith-Lucas-Kontakt 
unterbrecher ausgel6st wurden. Beginn und Ende des Tetanus wurden dure} 
eine kurze Unterbrechung des Strahlenganges der Spannungsschreibung 
durch ein elektromagnetisches Relais markiert. Die Reizfrequenz betrug 
in allen Fallen 25 pro Sekunde und war mit einem Bernstein-Unterbrecher 
eingestellt. Die Reizstromstirke lag immer unter 0,1 Milliamp., wobei 
auch in der engen Kapillare keine meBbare Meniscusverschiebung durch 
Joulesche Warme auftritt. 

Die Vergr6Berung der Meniscusverschiebung war l6tach mit einem 
Leitz-Objektiv Nr. 2 (Teilweise auch I8fach). 

Die Registrierung erfolgte mit einem Frankschen Photographion aut 
Papier von l2em Breite. Die Papiergeschwindigkeit betrug zwischen | 
und lO em )Sekunde, meistens 4,3 ¢m/Sekunde. 


Versuche an normalen Muskeln in Ringerlosung. 

Die Volumenschwankungen bei der tetanischen Kontraktion von 
Gastrocnemien in’ Ringerlésung entsprachen vollstaéndig den von 
Meyerhof und Mohle' mitgeteilten Befunden. Gleichzeitig mit dem 
Kinsatz der Spannung tritt hier eine starke Volumenkontraktion von 
| bis 4. LO-®cem pro g Muskel auf, die waihrend der Aufrechterhaltung 
der Spannung weiter weniger steil zunimmt. Der Anstiegswinkel fiir 
die Zunahme der Volumenkontraktion wahrend des ‘Tetanus nimmt 
mit der GréBe der aufrechterhaltenen Spannung und steigender Tem- 
peratur zu und fallt dementsprechend in einer Ermiidungsserie mit 
nachlassender Spannung mehr und mehr ab. Die von Hill? fiir die 
Zusammensetzung der initialen Kontraktionswarme H, im Tetanus 
gegebene Formulierung 


HB, = 4+ By.t, 


i 
wo Al die fiir die Spannungsentwicklung benétigte und Bb die zur Auf- 
rechterhaltung der Spannung erforderliche Energie bedeutet, die det 
teizdauer ¢ proportional und auBerdem von der Temperatur 7° ab- 
hingig ist, laBt sich prinzipiell auch auf die Form der Volumenkurve 
iibertragen (vgl. hierzu Abb. 4a). Das spricht fiir die gleiche chemische 
Grundlage fiir beide Vorgange. 

Im Moment der Erschlaffung geht nun die Volumenverringerung 
nur zu einem kleinen Teil zuriick und der Rest von etwa 3, bis * jo 
des erreichten Maximums bleibt als Riickstand erhalten*®. Je langer der 


'O, Meyerhof u. W. Mohle, diese Zeitschr. 260, insbesondere 472, 1933. 

2 A.V. Hill, Muskular activity, Baltimore 1926, S. 43. 3 Im Gegen- 
satz hierzu betragt die maximale Volumenkontraktion bei der Einzel- 
zuckung das Mehrtache des tibrigbleibenden Riickstandes, Was die Ur 
sache fiir den masimalen Ausschlag bildet, ob er der Ausdruck fiir einen 
physikalisch-chemischen Vorgang ist, der im Erschlaffungsinoment sofort 
wieder riickgiingig gemacht wird, oder ob er auf rein’ mechanischen 
Momenten bei der Spannungsentwicklung beruht, ist noch nicht geklirt. 
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Tetanus dauert, desto gréBer ist der Rickstand im Verhaltnis zum 
erreichten) Maximum der Volumenkontraktion. Dieser Riickstand 
fallt nun langsam ab, und zwar um so schneller, je mehr der Muskel 
ermudet ist. Fiihrt man mit einem Muskel eine tetanische Ermiidungs- 
serie durch, wobei alle 10 Sekunden ein 2-Sekunden-Tetanus erfolgt, 
so sieht man, daB sich die volumenkontraktorischen Riickstande der 
aufeinanderfolgenden Tetani nur anfangs addieren, bald aber mehr 
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Abb. 4a und Abb 4b. 
a Verlauf der Volumenkurve bei einem 3Sekunden Tetanus an einem nicht ermiideten normalen 
Gastrocnemius in Ringerlésung. (Versuch 36.) Oben: Spannungsverlauf, unten: Volamen 
kurve. Das Ansteigen der Volumenkurve bedeutet immer Volumenabnahme (Volumenkontrak- 
tion), der Abfall Volumenzunahme (Volamendilatation) vgl. Volumeneichung. Muskelgewicht 
85g: Muskellinge: 35mm. Sehr geringer Abfall des Riickstandes. 
b Entsprechende Volumenkurve wie unter a, aber in Paraffinél. (Versuch 50.) Muskelgewicht : 
0,75 g; Muskellinge: 34mm. Starker Abfall des Riickstandes, der erst 30 Sekunden nach 
beendetem Tetanus zum Stillstand kommt 


und mehr durch den Abfall der Riickstande zwischen den Vetani kom- 
pensiert werden. Daher kommt es, daB am Ende einer solchen Er- 
miidungsserie keine Volumenkontraktion mehr vorhanden ist, sondern 
daB das Volumen den Ausgangswert vor der Reizung wieder erreicht 
oder ihn sogar etwas iiberschritten hat. 

Auf Grund der oben beschriebenen Dilatometerversuche mit 
Muskelextrakt darf der volumenkontraktorische Ruckstand als Folge 


einer wahrend des Tetanus erfolgten chemischen Spaltung von Krp. 
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und Adp. angesehen werden, und zwar als Ausdruck fiir den Teil de 
Spaltprodukte, der nicht sofort wieder resynthetisiert worden ist 
Sieht man weiter in dem mit zunehmender Ermiidung starker werdenden 
Abfall des Riickstandes den enzymatischen Versuchen entsprechend 
einen Ausdruck fiir die ansteigende Milchsaurebildung, so bleibt nach 
den Versuchen in Ringerlésung doch die eingangs erwaihnte Unstimmig- 
keit zwischen den Ergebnissen am Muskel und denen im Extrakt 
versuch bestehen. Nach letzteren ware namlich im Endstadium det 
Ermiidung bei einer Bildung von etwa 3 mg Milchséure pro g Muske! 
eine Volumendilatation zu erwarten, die eine aus dem Zerfall der ge 
samten im Muskel vorhandenen Kreatinphosphorsdéure herriihrende 
Volumenkontraktion um das Vierfache hatte tiberwiegen miissen. 

Inzwischen hatten Versuche an mit Monojodessigsaure vergifteten 
Muskeln in Ringerlésung, auf die erst im folgenden Teil im Zusammen- 
hang naher eingegangen werden soll, gezeigt, daB hierbei eine treppen- 
artige Summation der bei den einzelnen tetanischen Reizungen aut- 
tretenden Volumenkontraktionen  stattfindet, wobei aber auBerdem 
der anfangs vollig konstantbleibende Riickstand vom zweiten Tetanus 
ab in steigendem Mabe langsam zunimmt und selbst bei eingetretener 
Starre noch weiter ansteigt. Diese zusatzliche Volumenkontraktion 
konnte als Folge eines Quellungsvorganges angesehen und spater auch 
nachgewiesen werden. Nach diesem Befund lag es nahe, auch an die 
Moéglichkeit von Quellungsvorgangen beim normalen Muskel in Ringer- 
losung zu denken, die mit zunehmender Ermiidung gleichzeitig mit der 
Milchsaureanhaufung sich einstellen und durch ihren volumenkontrak- 
torischen Effekt die aus der Milchsaurebildung zu erwartende Dilatation 
nicht quantitativ in Erscheiung treten lassen. Um alle exogenen 
Quellungsvorginge unmdéglich zu machen, wurden deshalb Versuche 
mit normalen Muskeln in Paraffinél ausgefihrt. 

Versuche an normalen Muskeln in Paraffinél. 

Bei den Versuchen in Paraffinél zeigte es sich nun, daB z. B. bei 
einem normalen, nicht ermiideten Muskel bereits 10 Sekunden nach 
einem 3-Sekunden-Tetanus die gesamte wahrend des Tetanus aut- 
getretene Volumenkontraktion durch eine Dilatation riickgéngig 
gemacht wird, die erst nach 30 Sekunden zum Stillstand kommt und 
dann etwa so groB ist, wie das zuvor im Tetanus aufgetretene Maximum 
der Volumenkontraktion (vgl. hierzu Abb. 4b). Diese Dilatation mul 
sich zusammensetzen: 1. aus der Dilatation der Milchsaurebildung. 
2. aus dem durch die Resynthese von Krp. bedingten Verschwinden 
der bei ihrer Spaltung entstandenen Kontraktion und 3. aus der Volumen- 
dilatation als Folge der verzégerten anacroben Warmebildung im Muskel. 
Wenn auch eine Trennung dieser drei Komponenten ohne chemisch« 
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stimmungen nicht méglich ist. so kann man dem Verlauf der Volumen- 
irve allein mit Sicherheit entnehmen, daB 30 Sekunden nach dem 
etanus die Nachbildung von Milchsiure' mit thren verschiedenen 
Molgen beendet ist. 
Der Abfall des Riickstandes wird nun in einer tetanischen Reiz- 
erie mit 2 Sekunden Tetani nach dem zweiten bis vierten ‘Tetanus 
vewOhnlich noch steiler und erreicht dabei ein Maximum (vgl. Abb. 5). 
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Abb. 5 
Die ersten und letzten 2Sekunden Tetani einer tetanischen Ermiidungsserie am normalen 
Gastroenemius in Paraftindl (Versuch 48). Muskelgewicht: 0,98 g¢; Muskellinge: 35mm. Bei a 
Meniscus-Abbildung den angegebenen Eichwerten entsprechend umgestellt 


Das bedeutet, daB hier der Muskel pro Tetanus am meisten Milchsaure 
bildet, mehr als in den bis zur vollstandigen Ermiidung noch folgenden 
Tetani. In der Tat kann er bis zu diesem Zeitpunkt die tetanische 
Maximalspannung aufrechterhalten, wobei aber zunehmend mehr 
Milchsaéure gebildet wird. Bei den folgenden Tetani fallt die Spannung 
mehr und mehr ab und mit ihr, wenn auch in geringerem Mabe, die 
Milchsaurebildung. Am Ende einer Ermiidungsserie, nachdem alle 
Krp. aufgespalten und das Ermiidungsmaximum der Milehsaure erreicht 
ist, kommt die Volumenanderung véllig zum Stehen. Es ist dann 


' Vel. hierzu Embden, Hirsch-Kaufmann, Lehnartz a. Deuticke, Zeitsehr. 
physiol. Chem. 151, 209, 1926; Lehnartz, Klin. Wochenschr. 181, 27; 
Meyerhof, Naturwiss. 10, 214, 1931; O. Meyerhof u. W. Schulz, diese 

Zeitsche. 236. 54, 1931. 
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(bei den Versuchen in Paraffinél) durch das CUberwiegen der Mile 
saurebildung als Endwert eine Dilatation vorhanden, die das Vielfac} 
der summierten Volumenkontraktion betragt, die aus dem = Zerfa|| 
der gesamten Krp. ohne Milchsaurebildung hatte auftreten kénne: 
(vgl. Abb. 5). 

Die Unstimmigkeit zwischen Extraktversuch und Versuch ar 
Muskel wird durch Ausschaltung der Quellungsvorgainge bei Benutzung 
von Paraffinél als Fullfliissigkeit beseitigt. Bilanzen zwischen dem 
gemessenen chemischen Umsatz und der daraus berechneten Volumen 
anderung bei einer tetanischen Ermiidungsserie und dem im Versuch 
gemessenen dilatatorischen Endwert kénnen jetzt angestellt werden 
Vorher sollen jedoch noch die Ergebnisse von Untersuchungen an mit 
Monojodessigsiure vergifteten Muskeln mitgeteilt werden. 


Versuche an mit Monojodessigsdure (MJ E.) vergifteten Muskeln in Ringerlésuny 
und in Paraffinél. 

Wenn die Annahme richtig ist, daB der oben beschriebene Abfall 
des Riickstandes auf Bildung von Milchsdéure beruht, so muB er nach 
Vergiftung des Muskels mit Monojodessigsiure ausbleiben. Weiterhin 
wire dann als Endeffekt einer Ermiidungsserie hier eine Voluwmen- 
kontraktion zu erwarten und keine hochgradige Dilatation, wie beim 
normalen Muskel, wo die Volumenzunahme aus Milchsaéurebildung dic 
volumenverringernden Spaltungsprozesse phosphorylierter Produkte 
bei weitem tberwiegt. 

Methodik. 


Die Vergiftung der Muskeln erfolgte nach den Angaben von Lands 
gaard* mit dem Unterschied, daB am Tage vor der Vergiftung mit Monojod 
essigsiure die nervi ischiadici des Frosches beiderseits in Narkose durch 
schnitten wurden und nicht die ganzen plexus lumbales, was eine Eréffnung 
der Bauchhéhle erfordert hatte. Da es bei den vorliegenden Versuchen 
einzig und allein auf den Zustand der Gastrocnemien ankam, deren nervése 
Versorgung mit der Durchschneidung der nervi ischiadici aufgehoben ist, 
geniigte dieser einfachere und schonendere Eingriff. Pro Gramm Frosch 
wurden 0,4mg MJE. in 1° iger neutralisierter Lésung in den Riicken 
lymphsack injiziert und 50 bis 100 Minuten spater bei beginnender Starre 
der Vorderbeine die Gastrocnemien méglichst schonend herausprapariert. 
Dann wurden die Muskeln an den isometrischen Spannungshebeln der 
VolumengefaBe befestigt. Die GefaBfillung wurde wie oben beschrieben 
ausgefiihrt. Nach etwa einstiindigem Temperaturausgleich im Thermostaten 
konnte dann erst mit dem eigentlichen Versuch begonnen werden. 

Die Ausfiihrung der Versuche in Paraffin6l bereitete anfangs grobe 
Schwierigkeiten, da die Muskeln meist schon in Starre tibergegangen waren. 
bevor der Temperaturausgleich im Thermostaten beendet war. Der Tem 
peraturausgleich dauerte entsprechend der geringeren Warmeleitfahigkeit 


1 BE. Lundsgaard, diese Zeitschr. 217, 162, 1930. 
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s Paraffinéls (7 0,000 346 bei 17°) hier wesentlich langer als bei einer 
efaBfillung mit Ringerlésung (/ 0.00143) und erforderte mindestens 
) Minuten, obwohl das GefaB und die Fuillfliissigkeiten im thermokonstanten 
taum aufbewahrt wurden und sich dementsprechend nur um L bis 2° im 
Chermostaten erwarmen mubten, um die Versuchstemperatur anzunehmen. 
Durch eine besonders vorsichtige Vergiftung lief es sich aber erreichen, 
faB die Muskeln auch nach I'/,stiindigem Liegen in Paraffinél noch nicht 
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Abb. 6. 
Volumenkurve fiir 6 < 2 Sekunden Tetani am MJE. vergifteten Muskel in Ringerlisang (Versuch 61). 
Muskelgewicht: 140g: Muskellinge: 89mm _ (Parallelmuskel zu dem in Versuch 60, Abb. 7 
verwendeten). Bei ¥ Meniscusabbildung den angegebenen EKichwerten entsprechend umgestellt. 
Summation der Riickstiinde, kein Abfall derselben im Gegenteil ab Tetanus II deutliches, 
zunehmendes Ansteigen des Riickstandes = zusitzliche Volumenkontraktion als Ausdruck you 
Quellungsvorgingen. 
in Starre tibergegangen und trotzdem ausreichend vergiftet waren, so da® 
keine Milchséure gebildet wurde. 

Die vergifteten Muskeln wurden in diesen Versuchen fortlaufend 
alle 10 Sekunden je 2 Sekunden lang tetanisch gereizt bis zum Eintritt 
der Starre. Beim vierten bis sechsten Tetanus setzte gewéhnlich der 
starke Spannungsabfall ein, der den Beginn der Starre ankiindet, und 
beim sechsten bis achten war dann die Starre vollstandig ausgebildet. 
Der Muskel reagierte nicht mehr auf Reizung und zeigte einen Spannungs- 
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Vergiftung vollstandig gewesen war, d.h. keine Milchsaure gebildc! 


riuckstand (Kontraktur!) von einigen LOO g. den Fallen, wo d 
wurde, trat eine vollstandige Summation der in den einzelnen ‘Teta 
erfolgten Volumenkontraktionen ein (vgl. Abb. 6 und 7). Es erfolgt 
wie erwartet, kein Abfall des Riickstandes. Dieses gilt fiir die Veisuc! 
in Ringerlésung und in Paraffinél in gleicher Weise. In Ringerlésuny 
fand nun aber nicht nur kein Abfall des Riickstandes statt, sondern es 


pn. age = 
ik —_ —_ 


-7 
























Abb. 7. 

Volumenkurve fiir eine Erschépfungsserie mit 6 x 2Sekunden Tetani am MJE. vergifteten Musk: 

in Paraftinél (Versuch 60). Muskelgewicht: 1,393 g: Muskelliinge: 39mm (Parallelmuskel zu 

dem in Versuch 61, Abb.6 verwendeten). Bei ¥ Meniscusabbildung den angegebenen Fich 

werten entsprechend umgestellt Horizontalbleiben der Riickstinde. Summation der eir 
zelnen Stufen bis zum Eintritt der Starre. 





stellte sich spatestens vom zweiten Tetanus ab ein weiterer Ansticg 
desselben ein, der mit dem Einsetzen der Starre noch mehr = zu- 
nahm und wahrend der Kegistrierdauer von 5 Minuten nicht zum 
Stehen kam (siehe Abb. 6). Da durch Verwendung von Paraffino! 
als Fiillfliissigkeit das Ansteigen des Riickstandes, d. h. die zusatzliche 
Volumenkontraktion bei der Ausbildung der MJE.-Starre, vollstandig 
ausbleibt, mu dieser Vorgang auf Quellung im = wisserigen Milieu 
beruhen. 

Nachdem dies erkannt war, wurden die weiteren Versuche aus 
schlieBlich in Paraffinél ausgefiihrt, wobei die Volumenanderung vollig 
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analog wie in Ringerlésung ablauft mit dem groBen Vorteil, daB alle 
das Bild stérenden Quellungsvorginge ausgeschaltet sind. Es zeigte 
sich hierbei weiter, da} der nach dem Tetanus verbleibende Riickstand 
uch beim vergifteten Muskel etwa ? , bis % ,) des im Tetanus erreichten 
\laximums der Volumenkontraktion betragt, wie iiberhaupt der Verlauf 
der Volumenkurve wdhrend des Tetanus mit dem beim normalen Muskel 
weitgehend iibereinstimmt und ebenfalls durch die Formel A + B.t 
ausgedriickt werden kann (vgl. Abb. 7). Der einzige wesentliche Unter- 
schied gegeniiber dem normalen Muskel liegt im fehlenden Abfall des 
Riickstandes bei der Monojodessigsdiurevergiftung, und das bedeutet 
nichts weiter, als daB hier keine Milchsiure gebildet und keine Re- 
synthese von Krp. durch sie eingeleitet wird. 


Die GréBe des Riickstandes nimmt bei den Versuchen am_ ver- 
gifteten Muskel annahernd proportional mit der Spannung der auf- 
einanderfolgenden Tetani ab, was nach den Untersuchungen von 
Lundsgaard' zu erwarten ist, wonach sich der isometrische Koeffizient 
des Phosphagenzerfalls bei fortschreitender anaerober Erschépfung bis 
zur Starre nicht andert. 


Nur der Tetanus, der demjenigen mit dem gréBten Spannungs- 
abfall (Starrebeginn!) direkt vorausgeht, zeigt in simtlichen Versuchen 
einen Riickstand, der viel gré8er ist als der Spannungsentwicklung 
angemessen ware (vgl. Abb. 6, Tet. III und IV und Abb. 7, Tet. II). 
Diese abnorm hohe kontraktorische Stufe, die in allen Fallen den letzten 
(seltener die beiden letzten) ordentlichen Tetani vor dem Einsetzen der 
Starre auszeichnet, méchte ich als Ausdruck der hier erfolgten zusatz- 
lichen Aufspaltung von Adenylpyrophosphat ansprechen. Das bleibt 
vorerst eine Annahme, die des Beweises durch chemische Bestimmungen 
des Adp.-Gehaltes zu einem Zeitpunkt dicht vor bzw. nach solchen 
iiberh6hten Stufen bedarf. Immerhin ist mit einer Ammoniakabspaltung 
aus Adp., die ja mit einer Volumenkontraktion von — 21 ccm pro mol 
einhergeht, gerade zu Beginn und bei der weiteren Ausbildung der Starre 
zu rechnen, was aus den Untersuchungen von Mozolowski, Mann und 
Lutwak? wie von Lundsgaard® hervorgeht. 


Nach dem Eintritt der Starre wird in Paraffiné] stationaér eine 
maximale Volumenkontraktion erreicht, die von dem gesamten Zerfall 
der Krp. und des Adenylpyrophosphats herriihren und ihm proportional 
sein mu. Diese Volumenverringerung bleibt auch bei weiterer tetanischer 


1 E. Lundsgaard, diese Zeitschr. 227, 51, 1930. — ? W. Mozolowski, 
T. Mann u. C. Lutwak, diese Zeitschr. 231, 290, 1931. — * EB. Lundsgaard, 


Archivio di Scienze biologiche (XIV. Congresso internazionale di fisiologia 
Roma) 18, 232, 1933. 


Biochemische Zeitschrift Band 270. 12 
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Reizung in der Starre erhalten oder geht nur ganz wenig zuriick! (sieh 
Abb. 7). 

Die Verwendung von Paraffinél als Fiillfliissigkeit bei volumetri 
schen Versuchen am Muskel gibt uns durch AusschluB8 der Quellungs 
vorginge, die in Ringerlésung zu wesentlichen Verzerrungen fiihren 
die Moéglichkeit, exakte quantitative Bilanzen uber die im Muske! 
erfolgten chemischen Umsatze und die hierbei aufgetretenen Volumen. 
anderungen anzustellen?. Das gilt sowohl fiir Versuche an normalen 
wie an mit MJE. vergifteten Muskeln, denn in beiden Fallen erreicht 
die Volumenanderung in Paraffinél bei vollstandiger Ermiidung bzw. 
bei eingetretener Starre einen stationiren Endzustand, der nach den 
Ergebnissen von gleichzeitig anzustellenden chemischen Bestimmungen 
im Muskel und unter Verwendung der aus den oben beschriebenen 
Dilatometerextraktversuchen gewonnenen Werten rechnerisch voraus- 
zusagen sein sollte. 


Volumendnderung und chemische Bilanz bei tetanischen Reizserien von mit 
Monojodessigsdure vergifteten Muskeln. 


Methodik. Von den beiden wie oben angegeben vergifteten Gastro- 
cnemien eines Eskulenten wurde der eine am isometrischen Spannungs 
hebel des Volumenmefgefai8es befestigt, das GefiB mit Paraffinél gefiillt 
und zum Temperaturausgleich in den Thermostaten gehangt. Gleichzeitig 
wurde der Parallelmuskel ebenfalls in einen isometrischen Hebel gespannt 
und in-ein mit Paraffinél gefiilltes GefaiB gelegt. Nach eingetretenem 
Temperaturausgleich erfolgte dann im Dilatometergefi®8 die Reizung des 
Versuchsmuskels durch eine Serie von 2 Sekunden Tetani (meist 10) bis 

' Worauf dieses oft beobachtete geringe Absinken in der Starre, das 
nachweislich auch ohne Milchsaéurebildung auftreten kann, zuriickgefiihrt 
werden mu, ist noch nicht erwiesen. Méglicherweise hangt dieser Vorgang 
mit der Phosphoryvlierung der Zucker zusammen, die nach Meyerhof mit 
einer geringen, noch nicht ganz scharf zu fassenden Volumerdilatation ein- 
hergeht. Hierfiir spricht auch folgende Beobachtung: Wahrend, wie die 
Abbildung zeigt, bei vielen Versuchen in Paraffinél die Riicksténde voll 
staindig horizontal blieben, ohne die geringste Andeutung eines Abfalls, 
lieBen die Kurven, die an frischen, gut genaihrten Herbstfréschen gewonnen 
wurden, unter gleichen Bedingungen stets einen geringen Abfall des Riick- 
standes erkennen. Dies auch in Fallen, wo nachweislich keine Spur von 
Milchséure gebildet worden war. Es liegt bei dem groBen Glykogengehalt 
dieser Muskeln nahe, die kleine Dilatation, die den geringen Abfall des 
Riickstands ausmacht, als Folge einer Zuckerveresterung mit dem bei dem 
Krp.-Zerfall frei werdenden Phosphat anzusprechen. Weiter darf man zw 
Erklarung der geringen Volumendilatation, die haufig mit der Ausbildung 
der Starre einhergeht, die zu diesem Zeitpunkt einsetzende Warmebildung 
im Muskel heranziehen. Vgl. hierzu £. Fischer, Pfliigers Arch. 226, 500, 
193] und Meyerhof, Lundsgaard u. Blaschko, diese Zeitschr. 236, 326, 1931. 
— * Diese Tatsache wurde in einer kurzen Mitteilung von Meyerhoj u. 
Hartmann, Naturwiss. 21, 661, 1933, schon hervorgehoben. 
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zum Eintritt der Starre mit gleichzeitiger Registrierung der Spannungs- 
entwicklung und der Volumenschwankungen.  Letzteres geschah hier 
immer in der engen Kapillare (vgl. Abb. 3, Marke c). 

War der Muskel starr und das Volumen konstant, wurde der Versuch 
sofort abgebrochen und der Muskel chemisch verarbeitet. Letzteres geschah 
gleichzeitig mit dem ungereizten Parallelmuskel, der den Ausgangswert fiir 
die chemischen Umsiatze lieferte. 

Die chemische Verarbeitung wurde folgendermaBen vorgenommen: 
Da sich die Milchséure nicht gleichzeitig mit den Phosphatfraktionen im 
selben Muskelanteil bestimmen laBt (jJedenfalls nicht zuverlassig), wurden 
die Muskeln in fliissiger Luft gefroren und dann geteilt. Ein Teil wurde 
(nach Wagung) in eisgekiihlter Salzsiéure zerdriickt und auf Milchsaure 
weiterverarbeitet, waihrend der andere (nach Wagung) in eiskalter Trichlor- 
essigsdure zerrieben und auf den Gehalt an den verschiedenen Phosphat- 
fraktionen untersucht wurde. Die Milchséurebestimmungen erfolgten nach 
dem im hiesigen Institut tiblichen modifizierten Verfahren von Firth und 
Charnass. Zur Bestimmung der verschiedenen Phosphatfraktionen wurden 
die von Lohmann! ausgearbeiteten Methoden benutzt. Folgende Phosphat- 
fraktionen wurden in jedem Muskel bestimmt und zweckmaBigerweise in 
mg P,O; pro g Muskel angegeben. 

Direkt bestimmbares Phosphat (fiske-Wert) . 2... F 

Anorganisches Phosphat (Mathison-Wert). ..... . M 

Leicht hydrolysierbares Phosphat (7-Minuten-Wert) . . 7 Minuten 

Schwerer hydrolysierbares Phosphat (30-Minuten-Wert) 30 

Gesamtphosphat (Veraschungswert) ......... 07 


Aus diesen Werten konnte der Gehalt an: 


Kreatinphosphorsiure = (F-M) Krp. 
Adenylpyrophosphorséure = (7 Minuten —F’) —(30 — 7 Minuten) Adp. 
und die Veresterung = (V — 7 Minuten) — Adp. Vst. 


berechnet werden. Die Differenz der Werte aus dem Parallelmuskel (Antangs- 
wert) und dem Versuchsmuskel (Endwert) ergab den waihrend des Versuchs 
erfolgten Umsatz, d. h. genuuer die mg P,O;, die pro g Muskel im Versuch 
aus Krp. und Adp. abgespalten bzw. zu Hexosedi- und -monophosphat 
verestert worden waren. 

In dem gesamten Volumeneffekt einer tetanischen Ermiidungs- 
serie hat man nicht allein den Ausdruck fiir die stattgefundenen chemi- 
schen Umsitze vor sich, sondern in ihm ist auch immer eine Volumen- 
dilatation wechselnder Gré8e mit inbegriffen, die sich aus der gleich- 
zeitig im Muskel entwickelten Kontraktionswirme ergibt. Diese Kon- 
traktionswirme laBt sich nach O. Meyerhof auf Grund der Spaltungs- 
und Bildungswirmen der chemischen Umsitze oder nach A. V. Hill 
nach MaBgabe der geleisteten Arbeit berechnen®. Bei den Versuchen 
mit vergifteten Muskeln, wobei nur wenige 2-Sekunden-Tetani mit 
voller Spannungsentwicklung bis zum Eintritt der Starre ausgefiihrt 


1 K. Lohmann u. L. Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 419, 1926; K. Loh- 
mann, ebenda 194, 306, 1928; 202, 466, 1928. — 2 O. Meyerhof, Die 
chemischen Vorgénge im Muskel, 8. 197ff. Berlin, Springer, 1930. 

12* 
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werden kénnen, ist die Warmebildung nur gering. Sie wird fiir dies: 
Fall am einfachsten und genauesten aus der Spaltungswarme des yg: 
messenen Krp.-Zerfalls errechnet, die von Meyerhof, Lundsgaard wi 
slaschko' in  kalorimetrischen und myothermischen Versuchen a) 
Jodessigsiuremuskeln Zu 15000 cal pro mol bestimmt worden ist” 
Das bedeutet, daB pro mg aus Krp. abgespaltenes P,O; mit einer Kon 
traktionswarmebildung im Muskel von 0,20 cal gerechnet werden mui; 
Nun ist die Volumendilatation, die sich aus einer solchen Warmebildung 
ergibt, abhingig von dem Warmeausdehnungskoeffizienten des Systems 
und dementsprechend bei einer Fillung des GeféBes mit Paraffin! 
wesentlich gréBer als bei einer solchen mit wasserigen Lésungen. 

Um genaue Werte fur die Ausdehnungskoeffizienten von Ringerlésuny 
und Paraffin6l in der benutzten Anordnung zu erhalten, wurden bestimmt: 
Mengen von Joulescher Warme (0,1 bis 1,0 cal) in einem abgetéteten Muske!| 
oder in einem Konstantandrahtwiderstand im Gefa8 dureh Wechselstroi 
erzeugt und die dabei auftretenden Volumendilatationen registriert?. Es 
ergab sich hier, bei Fiillung mit Froschringerlésung, ein Warmeausdehnungs- 
koeffizient von x = 0,000184; gemessen bei 15° fiir einen Temperatur 
anstieg von 1/1". (In der Literatur fiir Wasser zwischen 15 und 16 
x = 0,00016.) Bei der Fiillung mit Paraffinél wurde unter den gleichen 
Bedingungen ein Wert von « = 0,000785 erhalten. (In der Literatur fii 
Paraffin6él bei 17° « = 0,000764.) Demnach betragen der Ausdehnungs 
koeffizient und die aus einer bestimmten Kontraktionswaérmemenge resul 
tierende Dilatation bei den Versuchen in Paraffinol das 4,3fache derjenigen 
in Ringerlésung. 

Fiir die Versuche mit vergifteten Muskeln errechnet sich im Mitte] 
eine Kontraktionswarmebildung von 0,2 cal. Die daraus resultierende 
Dilatation betragt in Ringerlésung + 3,7.10-5ccem, in Paraffind! 
dagegen + 15,7 . 10-5 cem. Das bedeutet, daB der Endwert der Volumen- 
kontraktion in der Starre um diesen Betrag kleiner in Erscheinung 
tritt, als aus den chemischen Umsatzen allein zu erwarten ist, was bei 
den Versuchen in Ringerlésung 12°, bei denen in Paraffinél 51°, 
ausmacht. Bei den folgenden Bilanzversuchen in I ist also die Halfte 
der erwarteten Volumenkontraktion durch die Dilatation aus Warme- 
bildung kompensiert worden. Da man aber die Verhiltnisse hierbei 
genau iibersieht und berechnen kann, nimmt man diese groBe Korrektur 


1 O. Meyerhof, E. Lundsgaard u. H. Blaschko, diese Zeitschr. 236, 
326, 1931. — * In vitro wird bei der Séurespaltung von Krp. pro Mol eine 
Warme von 12000cal gebildet. Der Warmeiiberschu8, der demgegeniiber im 
Muskel gemessen wird, ist wohl im wesentlichen auf die gleichzeitig mit- 
verlaufende Spaltung von Adp. zu beziehen. — * Diese Dilatation tritt 
sofort mit der Warmebildung ein und bleibt in Paraffinél tiber 5 Minuten 
hin beinahe konstant, so daB in den Versuchen am Muskel bei einer Regi- 
strierdauer von etwa 2 Minuten mit keinem Riickgang der Kontraktions 
warmedilatation durch Temperaturausgleich im Thermostaten gerechnet 
werden braucht. 
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vern in Kauf gegeniiber einer kleineren bei Versuchen in Ringerlésung, 
in der die vollig uniibersehbaren Verzerrungen durch Quellungsvorginge 
quantitative Messungen tiberhaupt unmdéglich machen. 

Die Tabellen IITA und IIIB geben die Zusammenstellung der 
Ergebnisse von zwolf Versuchen mit MJE. vergifteten Muskeln. Alle 
Angaben gelten hierbei fiir ] g Muskel. In Tabelle IITA sind in den 
Spalten 1 bis 3 die aus den chemischen Bestimmungen erhaltenen Werte 
fir Krp.- und Adp.-Zerfall und fiir Milchsiurebildung angegeben. 
Letztere ist praktisch Null, d.h. die Vergiftung war ausreichend. 
Unter Spalte 4 ist die im Versuch gebildete Kontraktionswarme, aus 
dem Krp.-Zerfall berechnet, verzeichnet. Die Tabelle IIT B gibt in den 
Spalten 1 bis 4 die absoluten Volumenanderungen in 10 Seem an, 
die aus den chemischen Umsitzen der Tabelle 11] A — auf Grund der im 
ersten Teil der Arbeit angefiihrten Ergebnisse aus den Extrakt- 
versuchen — und aus den gebildeten Kontraktionswirmen zu erwarten 
sind. Die Spalte 5 stellt die algebraische Summe aus den Werten | bis 4 
dar und gibt den erwarteten Gesamteffekt der Volumenanderung an. 
Demgegeniiber sind unter Spalte 6 die in den Versuchen als stationarer 
Endwert registrierten Volumenkontraktionen angegeben. Im Mittel 
wird bei den eben mitgeteilten Versuchen pro g Muskel 1 mg P,O, 
aus Krp. und 0,3 mg P,O, aus Adp. abgespalten und bei fehlender 
Milchsiurebildung eine Kontraktionswirme von 0,2 cal gebildet. 
Daraus errechnet sich insgesamt eine Volumenkontraktion von 
-13,2.10-5cem, der ein experimentell gemessener Wert von 
~ 12,4. 10-5 ccm, das sind 94°), der erwarteten GriBe, gegeniibersteht. 
Es besteht also eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen errechnetem 
und gefundenem Wert, wobei letzterer etwas hinter ersterem zuriick- 
bleibt. Hierbei ist die relativ geringe Dilatation, die aus der Ver- 
esterung zu erwarten ist, wegen der dabei noch bestehenden Unklar- 
heiten nicht mitberechnet worden. Bei einer Veresterung von 1,44 mg 
P,O;*, wie sie im Mittel bei allen Versuchen stattgefunden hat, miiSte 
aber auf jeden Fall mit einer VolumenvergréBerung gerechnet werden, 
die — umgekehrt wie die Berechnung in der Tabelle III — den er- 
warteten Endwert der Volumenkontraktion am Versuchsende hatte 
etwas kleiner werden lassen als den gemessenen. 

Zusammenfassend darf man feststellen: Ein Vergleich zwischen 
der an zwolf Versuchen mit MJE. vergifteten Muskeln aus den chemi- 
schen Umsitzen unter Beriicksichtigung ler Kontraktionswarme 
errechneten und der gemessenen Volumenkontraktion zeigt eine fast 

* Die Werte fiir die Veresterung sind in der Tabelle nicht mitgeteilt, 
da die GréBe der aus ihr resultierenden geringen Volumenzunahme noch 
nicht sicher feststeht. 
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Tabelle III. 


Chemische Bilanz und Volumenanderung bei tetanischen Reiz 
serien von MJE. vergifteten Muskeln. 





Aus 
Kreatin- | 
phosphor- | 
sure ab- | 
gespaltenes| 
Phosphat | 
in mg P, Os) 


Versuch 


1,02 
0,85 
1,38 
0,96 
0,89 
0,92 
0,76 
1,18 
0,58 
1,20 
1,05 
1,28 


Mittel: 1,01 


* Wert unsicher. 


a | 
gespaltenes, 


9 


Aus 
Adeny]- 
pyro- 
phosphat 
b- 


| Gebildete 


in mg 
Phosphat | 


Slin mg P, O05 


0,44 
0,26 
0,49 
0,32 * 
0,30 
0,27 
0,25 
0,40 
0,18 
0,46 
0,29 
0,47 


0,34 


| Milchsture 


Im Versuch 


gebildete 
Kontrak- 


tionswarme 


in cal 


0,204 
0,170 
0,276 
0,192 
0,178 
0,184 
0,152 
0,236 
0,116 
0,240 
0.210 
0,256 


(),202 





1 


Volumen- 
kontrak- 
tion aus 
Kreatin- 
phosphor- 
siiure- 
zerfall 
berechnet 
in 
5eem 


Versuch 


Nr. 10 


71 
73 
74 
77 
78 
80 
81 
82 
84 
85 
86 
87 
Mittel: 


— 20,1 
— 16,7 
— 27,2 
— 18,9 
—17,5 
— 18,1 
— 15,0 
— 23,2 
— 11,4 
— 23,6 
— 20,7 
— 25,2 


— 19,8 


Volumen- | Volumen- 
kontrak- | dilatation 
tion aus | aus Milch- 
Adp.- siure- 
Zerfall bildung 
berechnet berechnet 
in in 
10-5 eem 10 


+ +44++4+++4+4+4+4+4+ 
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aus Kon- 
traktions- 
wirme in 


; 10-5 ccm 
5eem 
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tion in 
10-5 eem 


Erwartete 
Volumen- 
kontrak- 
tion in 
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yuantitative Ubereinstimmung. Demnach ist als sicher anzusehen, 
daB die volumenkontraktorischen Riicksténde nach den einzelnen 
‘fetani wie ihre Summierung bei fortlaufender tetanischer Reizung 
bis zur Starre ein MaB fiir den Zerfall von Krp. und Adp. im Muskel 
darstellen. 


Volumendnderung und chemische Bilanz bei tetanischen Ermiidungsserien 
normaler Musi eln. 

Die Met hodik war die gleiche, wie sie fiir die Versuche an vergifteten 
Muskeln beschrieben worden ist, nur wurden an den normalen Muskeln 
Serien von im Mittel 20.2 Sekunden Tetani durchgefiihrt, wobei die 
Spannungsentwicklung pro g Muskel von anfangs tiber 2000 auf unter 500 g 
sank und zum SchluB auch nur noch ganz kurz aufrecht erhalten werden 
konnte. Die Registrierung der Volumenschwankungen erfolgte bei diesen 
Versuchen in der weiten Kapillare des GeféiBes (vgl. Abb. 3, Marke a), da 
wegen der durch die Milchséurebildung hervorgerufenen groBen dilatorischen 
Ausschlige eine Registrierung in der engen Kapillare ein mehrmaliges 
Umstellen der Meniscusabbildung erfordert hatte. Am Ende der Ermiidungs- 
serie wurde, wenn das Volumen sich konstant eingestellt hatte, der Versuch 
abgebrochen, und der Versuchsmuskel gleichzeitig mit dem Vergleichs- 
muskel in der oben beschriebenen Weise verarbeitet. 

Wenn man unter anaeroben Bedingungen einen normalen Gastro- 
cnemius eine Serie von 20.2 Sekunden Tetani ausfiihren laBt, so ist 
er weitgehend ermiidet. Der Gesamtvolumeneffekt einer solchen Er- 
miidungsserie ist eine Dilatation. Diese ist die Summe 1. der Dilatation 
der Milchsaéurebildung nebst gleichzeitig ablaufender resynthetischer 
Prozesse und 2. der VolumenvergréBerung als Folge von Kontraktions- 
wirmebildung. Sie wird zu einem kleinen Teil durch die volumen- 
kontraktorischen Stufen kompensiert, die als Folge der Krp.- und Adp.- 
Spaltung wahrend der einzelnen Tetani auftreten. Die GroBe der aus 
den gemessenen chemischen Umsitzen  resultierenden Volumen- 
ainderungen kann hier in gleicher Weise wie in den oben mitgeteilten 
Versuchen rechnerisch vorausgesagt werden. Die Kontraktionswairme 
wird fiir diese Versuche am besten aus dem kalorischen Quotienten! 
der Milchsiurebildung berechnet. Nach den Untersuchungen von 
O. Meyerhof, R. McCullagh und W. Schulz? betrigt dieser Quotient 
fir den in den folgenden Versuchen erreichten Ermiidungsgrad der 
Muskeln 350. Dieser Wert ist den Berechnungen der Warmebildung 
aus der bestimmten Milchsiuremenge zugrunde gelegt. Danach wurden 
im Mittel 0,77 cal pro g Muskel an Kontraktionswirme produziert, 


1 Der kalorische Quotient der Milchséure (ce. Q,,) ist nach Meyerhof 
die Zahl der Grammkalorien, die pro g anaerob im Muskel auftretender 
Milchsaure frei werden. Vgl. hierzu O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 182, 232, 
1920. — 2 O. Meyerhof, R. McCullagh u. W. Schulz, ebenda 224, 230, 1930. 
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was eine Volumendilatation von + 6.10-4¢ecem zur Folge hat. Das 
ist etwa ebensoviel wie aus der Zunahme der Molekularvolumina be; 
der Bildung der bestimmten Milchsiuremenge ohne Warmeentwicklung 
zu erwarten ist. 

Die Tabellen IVA und IV B zeigen die Ergebnisse von fiinf Ve: 
suchen mit normalen Muskeln. Alle Angaben gelten hier fiir 1 g Muske! 
Unter Tabelle IVA sind die aus den chemischen Bestimmungen er- 
haltenen Werte fiir die Ms.-Bildung, die Krp.- und Adp.-Spaltung 
angegeben, und weiterhin die berechneten Kontraktionswarmen aut 
gefiihrt. In Tabelle 1V B, 1 bis 4, sind die daraus erwarteten Volumen 
anderungen in 10-®cem verzeichnet. Die Spalten 5 und 6 geben dic 
errechnete bzw. die als Endwert registrierte Gesamtvolumendilata 
tion an. 

In den Versuchen der Tabelle [V sind pro g Muskel durchschnittlic |i 
2.2 mg Milchsiure gebildet und 0,76 mg P,O, aus Krp. abgespalten 


worden. Die endgiiltige Aufspaltung von Adp. war dabei sehr gering 
An Kontraktionswirme wurden 0,77 cal errechnet. Aus diesen Daten 
ergibt sich rechnerisch eine Gesamtvolumendilatation von + 102,] 
. LO-*® cem, der ein experimentell gemessener Wert von + 81,3 . 10-° cem 


entgegensteht. Die Ubereinstimmung zwischen errechnetem und _ ge- 
fundenem Wert betragt hier 80°. Auch hier muB eine Bewertung 
der bestehenden Unstimmigkeit mit Zuriickhaltung erfolgen, wenn 
man bedenkt, wie groB gerade bei tetanischen Ermiidungsserien 
normaler Muskeln die Kontraktionswarmebildung ist, und welche 
VolumenvergréBerungen bei Versuchen in Paraffinél aus ihr zu erwarten 
sind. Dabei ist man in diesen Versuchen auf eine Berechnung der 
Kontraktionswarme aus dem kalorischen Quotienten der Milchsaure 
angewiesen, der bekanntlich mit zunehmender Milchséiureanhéufung 
im Muskel abnimmt und jedenfalls keinen absolut konstanten Wert 
darstellt!. Es muS hier noch hervorgehoben werden, daB die Glykogen- 
veresterung in diesen letzten Versuchen sehr gering war und im Mitte! 
0,40 mg P,O; beanspruchte. Danach darf die aus ihr zu erwartende 
Dilatation vernachlassigt werden, die sonst die bestehende Unstimmig- 
keit noch erhéhen wiirde. 


1 Rechnet man z. B. in den eben beschriebenen Versuchen mit einem 
ec. Qy von 300 (anstatt 350), wie er bei sehr groBen Milchséiureanhaufungen 
im Muskel gefunden wird, so ergibt sich zwischen errechnetem und ge- 
fundenem Endwert fiir die Volumendilatation eine Ubereinstimmung von 
iiber 90°... Demnach mu8 es vorerst dahingestellt bleiben, ob zur Erklarung 
der fehlenden 20°,, um die der experimentell gemessene hinter dem er- 
rechneten Wert zuriickbleibt, ein noch nicht mit erfaBter chemischer Vor- 
gang, der mit einer Volumenverringerung abliuft, angenommen werden 
darf, oder ob diese Differenz allein auf noch bestehende kleine Unsicher- 
heiten bei der Bestimmung der Kontraktionswaérme u. a. beruht. 
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Tabelle LV. 
Chemische Bilanz und Volumenanderung bei tetanischen Er- 
miidungsserien normaler Muskeln. 
A 





2 3 


Aus Aus 
Kreatin- Adenyl- | Im Versuch 
Gebildete phosphor- pyrophos-  gebildete 
Milchsiure siure ab- phat ab- Kontrak - 
in mg gespaltenes gespaltenes tionswarme 
Phosphat Phosphat in cal 
Nr. inmg P.O; in mg P20; 


Versuch 


96 0,81 0,14 0,754 
97 2,0: 0,66 0,96 0,711 
99 0,62 0,00 0,671 
100 0,86 0,04 0.939 
101 0.85 0,10 0,781 


Mittel: 2 0,76 0.07 0,772 





9 ‘ - 
2 t : i 
Differenz 
des ge- 
messenen 
gegen 
den er- 
Warteten 


Volumen- 


kontraktion Volumen- 


kontraktion 
aus Adenyl- 


Volumen- 
dilatation 
Versuch aus Milch- 
siiure- 
bildung 


Volumen- 

aus dilatation Erwartete Gemessene 
Kreatin- aus Volumen- Volumen- 

»yrophos- - : ; 

phosphor- tee wi Kontrak- af eae een dilatation 
haveoknet _ zerfall berechnet ouswirme in 10-5 cem in 10-5 cem Wert 
. 7 eree 9 " 0-5 ee z ne 
in 10-5 eem rh as pel in 10-5 eem 1 . ees (6 — 5) 
Nr. ay 


96 | +572 —160 —41 | +592 + 63 + 872 — 9 
97 | +540 —130 —18 +558 + 90 + 622 —34 
99 | +511 | —122 a +526 + M5 + 11 —22 
100 $713 —170 12 +736 41267 +115 12 
101 +593 —168 —30 +614 +1009 + 744 25 


Mittel: +586 — 15,0 ; +604 +1021 + 81,3 20 


Zusammenfassend kann man feststellen, da als Endwert der 
Volumenschwankungen bei tetanischen Ermiidungsserien normaler 


Gastrocnemien eine VolumenvergréBerung auftritt, die dem errechneten 
Wert nahekommt. Demnach darf man, unter entsprechender Beriick- 
sichtigung der Warmedilatation in den dilatatorischen Volumen- 
schwankungen (Abfall des Riickstandes!), die im Verlauf einer solchen 
Ermiidungsserie auftreten, mit Recht einen Ausdruck und ein MaB fiir 
die Milchsaéurebildung und die durch sie bedingte resynthetische Prozesse 


erblicken, so wie die wahrend der einzelnen Tetani erfolgenden volumen- 
kontraktorischen Stufen (Riickstande) ein direktes MaB fiir den Zerfall 
von Kreatinphosphat und Adenylpyrophosphat darstellen. Die Abb. 8A 
und 8B zeigen schematisch die gemessenen Volumenkurven des ersten 
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4-Sekunden-Tetanus an einem MJE. vergifteten Gastrocnemius in 
Ringerlésung (A) bzw. in Paraffinél (B) und lassen erkennen, wie sie 
als Resultante aus der Volumenkontraktion der Krp.- (-+ Adp.-) Spaltung 
und der Dilatation aus Warmebildung errechnet werden kénnen (vgl. 


A 


-s| --—— ~sh- 
| | 




















Abb. 8. 
Schematische Volumenkurve fiir einen 4 Sekunden Tetanus eines MJE. vergifteten Gastrocnemius 
A in Ringerlésung, B in Paraffindél. 
= gemessene Kurve, Resultante aus: 
= der Volumenkontraktion aus Krp. (+ Adp.)-Spaltung (berechnet) und 
*s= der Volumendilatation aus Warmebildung (berechnet). 


hierzu den Tetanus I aus Abb. 6 und 7). Das gleiche stellt die Abb. 9 
fiir den 4-Sekunden-Tetanus eines normalen, nicht ermiideten Muskels 
in Paraffin6l dar, wobei sich die registrierte Volumenkurve als Resultante 
aus der Volumenanderung bei der Spaltung und Resynthese der Krp. 
(+ Adp.), der Milchséiurebildung und der Warmeentwicklung errechnen 
JaBt (vgl. hierzu Abb. 4b). 





Abb. 9. 
Schematische Volumenkurve fiir einen 4 Sekunden Tetanus eines normalen, nicht ermiideten 
Gastrocnemius. 
—— «a = gemessene Kurve, Resultante aus: 
—— ») = der Volumenschwankung bei der Spaltung und Resynthese von Krp. 
(+ Adp.) (berechnet). 
---- ¢ = der Volumendilatation aus Wirmebildung (berechnet) und 
——~-d-s= der Dilatation aus Milchsturebildung (berechnet). 
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Zusammenfassung. 


1. Es werden Werte fiir die molare Volumenanderung bei der 
enzymatischen und bei der Saurespaltung von Kreatinphosphorséure 
bestimmt. 

2. Die bisher noch bestehenden Unstimmigkeiten zwischen dem 
Verhalten der Molekularvolumina bei Versuchen mit Muskelextrakt 
und den Volumenanderungen des lebenden Muskels bei der Kontraktion 
lassen sich durch Suspendierung der Muskeln in Paraffindl beseitigen, 
wodurch die in wasserigem Milieu zu Verzerrungen fiihrenden Quellungs- 
vorgange ausgeschaltet werden. 

3. Tetanische ErschOpfungsserien an mit Monojodessigsiure ver- 
gifteten Muskeln ergeben eine vollstandige Summierung der in den 
einzelnen Tetani erfolgenden volumenkontraktorischen Stufen (Riick- 
stande), die als Ausdruck des Kreatinphosphorsaure- und Adenylpyro- 
phosphatzerfalls angesehen werden diirfen. Ein Abfall des Riickstandes 
zwischen den Tetani fehlt hierbei, da keine Milchséure gebildet und keine 
Resynthese von Kreatinphosphorsaure durch sie eingeleitet wird. 

4. Bei tetanischen Ermiidungsserien von normalen und mit Mono- 
jodessigsiure vergifteten Muskeln werden quantitative Bilanzen tber 
den chemischen Umsatz und die erfolgte Volumenanderung (in Paraffin- 
él) ausgefiihrt. Hierbei ergibt sich eine weitgehende Ubereinstimmung 
zwischen den aus den chemischen Umsatzen auf Grund der Extrakt- 
versuche erwarteten und den experimentell gemessenen Volumen- 


anderungen. Demnach sind die Anderungen des Muskelvolumens bei 
der tetanischen Kontraktion im wesentlichen ein Ausdruck und ein 
MaB fiir die hierbei ablaufenden chemischen Prozesse. 





Der Ersatz des Kraftfuttereiweibes bei der 
Fiitterung von Milchkiihen durch Ammoniumbicarbonat. ILI’. 


Von 
aul Ehrenberg und Antonius Seholz in Breslau. 


(Eingegangen am 31, Januar 1934.) 


Die Frage, ob Ammoniaksalze bei der Milcherzeugung von Wieder 
kiuern das verdauliche EiweiB im Futter zu ersetzen vermégen, und 
bis zu welcher Grenze, ist noch immer eine umstrittene. Seit unsere: 
letzten Veréffentlichung hat P. Brigl*? Zweifel an der diesbeziiglichen 
Wirksamkeit von Amiden und Ammoniaksalzen geaiuBert, wie anderer 
seits W. Kirsch? die von uns gezogenen SchluBfolgerungen bestatigen 
zu miussen glaubte. Will man mit der wiinschenswerten Zuriickhaltung 
den augenblicklich wohl berechtigten Standpunkt kennzeichnen, so 
darf man sagen, daB bei giinstigen Bedingungen voraussichtlich, wenn 
leidlich leicht von Bakterien verwertbare Energietrager gefiittert werden 
im Pansen der Widerkauer aus Ammoniakverbindungen oder Ahnlichen 
stickstoffhaltigen Stoffen BakterieneiweiB aufgebaut werden kann. 
Dies tritt dann vermutlich als gleichwertig oder wenigstens annahernd 
gleichwertig fiir sonst im Futter gebotenes, verdauliches EiweiB ein. 
Da etwa fiir die Tiere bedenkliche Mineralsdiuren nicht als Bestandteile 
der Ammoniaksalze in Betracht kommen diirfen, ist nach den von dem 
einen von uns bereits vor langerer Zeit gemachten Vorschlag organisch- 
saures Ammoniaksalz zur Verfiitterung zu bringen, indem man Ammo- 
niumbicarbonat mit saurem Silofutter mischt, bis das Ammoniak 
vollstandig an die verschiedenen organischen Sauren, wie Milch-, 
Butter-, Essig-, Propionsaiure usw. gebunden ist. In welchem Umfang 
die, Milchtiere in der Lage sind, in ihrem Pansen die EiweiSbildung 
vor sich gehen zu lassen, wird vermutlich von der jeweils vielleicht 
wechselnden Bakterienflora 4 und den fiir ihre rasche Entwicklung mehr 
oder weniger giinstigen Bedingungen im Pansen der Tiere abhingen. 
Hier sind vermutlich noch mancherlei weitere Feststeliungen erforderlich, 
um bisher vorkommende Schwankungen und Widerspriiche in den 


Ergebnissen auszuschalten. Auch erscheint es héchst wahrscheinlich, 


1 Diese Zeitschr. 245, 118, 1932; 257, 194, 1933. — *? Biedermanns 
Zentralbl., Abt. B, Tierernahrung, 5, 532, 1933. — ° Zeitschr. f. Ziichtung. 
B. Tierziichtung u. Ziichtungsbiologie 28, 451, 1933. — 4 Nach D. W. 
Bruner, J. of Bact. 26, 361, 1933, lést Glycerinauszug von Pankreas, der 
das Enzym Trypsin enthalt, gramnegative Bakterien auf, grampositive 
dagegen nicht. Pepsin, Amylase und Lipase zeigen keine unterschiedlichen 
Wirkungen auf beide Bakteriengruppen. Hiernach wiirde es méglich sein, 
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daB der Ersatz verdaulichen EiweiBes durch Ammoniumbicarbonat 
nur bis zu einer gewissen Grenze mdglich sein wird. 

Zunachst sind die Méglichkeiten, fiir die EiweiBbildung im Pansen 
viinstige Bedingungen zu bieten, weiter zu bearbeiten, und zwar naturlich 
unter den fiir landwirtschaftliche Viehhaltung in Betracht kommenden 
(Girenzen. Wir beabsichtigten, die Verhaltnisse bei Verabreichung eines 
iblichen Silofutters kennenzulernen, nachdem bisher im wesentlichen 
nur eingesduerte Riibenschnitzel benutzt worden waren. Wir waren 
uns allerdings nicht dariiber im unklaren, daB die starken Schwan- 
kungen in der Zusammensetzung von Silofutter, die oft zu verzeichnen 


sind, und auBerdem das Streben, die Energiequellen, welche dem 


Ammoniaksalz zuzulegen waren, diesmal zuerst auch in Form des 
benutzten Silofutters zu geben, manche Erschwerung des Versuchs 
mit sich bringen wiirden. Denn es erschien einigermaBen zweifelhaft, 
ob ein als Erganzung des dem Ammoniaksalz ja nicht innewohnenden 
Starkewertes noch gereichter Posten des gleichen Silofutters, das schon 
als Grundfutter diente, nun auch zur Entwicklung einer reichen 
Bakterienflora im Pansen geeignet sein wiirde. 

Der Versuch wurde in Konradswaldau bei CGellendorf-Stroppen, 
Schlesien, ausgefiihrt. Herrn Rittergutsbesitzer Zschaege in Konradswaldau 
und der Patentabteilung der I. G. Farbenindustrie, Ludwigshafen, sei fiir 
die Erméglichung des Versuchs noch einmal ergebenst gedankt. 

Je acht Kiihe wurden mit Olkuchen bzw. Ammoniumb‘carbonat neben 
einem Grundfutter und entsprechendem Ersatz der Starkewerte beim 
Ammoniakfutter ernahrt; je vier mit 10 his 15 Liter Milchergiebigkeit, 
und je vier iiber 15 Liter. Doch blieb diese Abstufung nicht standig bestehen, 
nur lag die eine Gruppe immer im Milchertrag iiber der anderen. Als Grund- 
futter diente Silofutter, in ausgemauerter Giube gelagert, und aus ge- 
hackseltem Mais, Sonnenblumen und Luzerne im Verhaltnis 2: 1:1 ge- 
mischt. Der Mais war gelbreif gewesen. die Sonnenblumen im Beginn der 
Milchreife der Kérner, die Luzerne stand im dritten Schnitt vor der Bliite. 
Das Futter war dunkelgriin-braéunlich, von angenehm saéuerlichem Geruch 
und normalem Feuchtigkeitsgehalt. Wahrend nun bis zum Beginn des 
Versuchs die Tiere Futterriiben mit Heu und anderem Rauhfutter erhalten 
hatten, dazu nach Leistung ein gemischtes Kraftfutter, begann nach dem 
vierten Tage einer Ubergangsfiitterung die Versuchsfuttergabe an die Tiere. 
Da indessen nach AbschluB der Untersuchungen der Futtermittel im 
Laboratorium sich wieder andere Rationen ergaben, so kam eine nicht ganz 
der spiteren Ration entsprechende Futtergabe vom 27. Februar bis zum 
2. Marz 1933 zur Verfiitterung. Am 3. Marz begann dann mit nach 
Analysenwerten berechneten Zahlen der eigentliche Versuch. Melkzeiten 
waren 3!/,, 101/, und 16%/, Uhr. Das Silofutter wurde schichtenweise mit 


da8 auch das im Pansen gebildete Eiwei8 in verschiedener Weise fiir die 
dann darauf wirkenden Verdauungssafte zuganglich ist. Naher liegt aber 
wohl noch der Gedanke, daB gewisse Bakteriengruppen im Pansen besser 
zur EiweiBbildung aus Ammoniaksalzen organischer Natur geeignet sind 
als andere. Man kénnte unter Umsténden geradezu das Futter mit be- 
stimmten Arten impfen. 
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Spreu und Trockenschnitzeln iibereinander gelagert, blieb derart 9 Stunde: 
sich selbst iiberlassen, und wurde dann sorgfaltig durchgemischt. Vor der, 
Beginn der Lagerung war dem fiir die Ammoniakkiihe bestimmten Te! 
das in Wasser geléste Ammoniaksalz zugesetzt, so daB die Fliissigkeit 
von oben her den ganzen Haufen durchdringen muBte. Die Reaktion des 
fertigen Futters wurde haufiger gepriift und immer sauer befunden. Doch 
ist die Saéure des Futters natiirlich erheblich abgestumpft. 


Die nach den Analysenzahlen berichtigte Futtergabe, entsprechend 
den nachstehend aufgefiihrten Analysenergebnissen, wird weiter unten 
angegeben: 





In der lufttrockenen Masse 


Futtermittel Trocken- ied 7 ‘Roh- Roh- verdaul. n-freie 
substanz sche | Fett faser protein | Eiweif | Extraktst. 
0 


0 0 0 9} 0 0 9/9 Jo %Fo 


Melasse . . . . . | 77,70 | 910} — — | 10,81 — | 57,70 
ErdnubBkuchenme bi. ‘ 90,40 5.55 | 6,10 | 13,17 33,66 | 2843 | 31,92 
Sojaschrot. . .. 87,10 7,382 | 1,60 6,75 42,00 | 32,69 29,43 
Palmkernkuchenmehl . 89,60 3,64 | 6,50 20,81 17,19 18,93 | 41,46 
DN iat igh occas ft ag 94,80 840 | 2,60 27,50 7,13 2.63 | 49,18 
Pe Sg 4 oe ale 94,50 1,23 | 300 31,92' 5,78 | 216 | 52.57 
Haferstroh. . .... 87,70 523 | | 1,60 44,72 1,81 0,5 34,15 
Trockenschnitzel . . . 93,50 6,40 | 0,70 | 2545 9,13 4,34 | 51,83 
Ammonium bicarbonat . — —- ie — | 17,66 


Silofutter, Durchschn. 19,60 | 13,81 | 5,91 | 82,20; 9,17 1,34 | 36,54 


Fir diese Futtermittel wurden mit Hilfe Kel/nerscher Verdauungskoeffi- 
zienten, beim Silofutter unter Heranziehung von Verdauungskoeffizienten 
nach Hanssen, die Stirkewerte berechnet. Fiir die Rauhfuttermittel erfolgte 
Rohfaserabzug, sonst Abzug entsprechend den Kellnerschen Wertigkeits- 
zahlen. Fiir das Silofutter zogen wir N. Hanssons Wertigkeitszahl 81 heran. 
Da die Kiihe durch FreBgitter voneinander getrennt waren, konnte das Kraft- 
futter in der Krippe mit dem Grundfutter gemischt werden. Das Heu wurde 
morgens, das Futterstroh abends gereicht. Die Melasse, 1 : 4 mit Wasser ver- 
diinnt, diente dazu, den Rest des Futters den Tieren schmackhafter zu machen. 

So ergaben sich folgende Futtergaben fiir die beiden Tiergruppen und 
die Milchleistungen: 





Gruppe Kraftfutter, unter 15 Liter Milchlciatung Gruppe Kraftfutter, 15 und mehr Liter Milch 





Starke- verdaul. Starke- verdaul. 
Futtermenge wert Eiweif Futtermenge wert Eiweif 
& 4 £ 


30,9 kg Silofutter. . . 2409 t ol Silofutter. . . 2499 
1,0 , Melasse .. . 515 2.0 Melasse . . . 10381 
1,0 , Trockenschnitz. 528 5 1,0 , Trockenschnitz. 528 
2.8.9 HOU \.:.- so) «ft B27 66 2.5.4 HOW. «ws a] Bet 
G0). (Seren. «6 ih aes 65 8.0, Spreu....}| 751 
2.0 , Haferstroh . . 311 11 2.0 , Haferstroh . .) 311 
1,5 , Sojaschrot .. 963 488 2,5 , Sojaschrot . . 1605 
1,5 , ErdnuBmehl . 1010 427 1,5, ErdnuBmehl .) 1010 
0,5 , Palmkernkuch. 348 70 0,5 , Palmkernkuch. 348 


Sens fir 600 kg Senet fir 600 kg 
Lebendgewicht. . . 7662 45 Lebendgewicht. . . 8820 
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Gruppe Ammoniak, unter 15 Liter Milch Gruppe Ammoniak, 15 Liter Milch und mehr 








Stirke- verdaul. Stirke-| verdaul. 
Futtermenge wert Eiweib Futtermenge wert Eiweib 
a £ g £ 


46,0kg Silofutter. . . 3694 115 | 51,0kg Silofutter. . . 4095 128 
2,0 , Melasse ... = 1081 a 3,0 , Melasse . .. 1546 — 
2,5 , Trockenschnitz. 1319 109 2,5 , Trockensehnitz. 1319 109 
2.5 | eee 827 66 ay, Mem... Sa 66 
3,0, Spreu....|| 751 65 a0 , Spren’. .« . .f a 65 
2,0 , Stroh . er 311 11 20 « SWOR.. <...1) Ge 11 


Zusammen fir 600 kg Zusammen fir 600 kg 
Lebendgewicht. . . | 793: 366 Lebendgewicht. . . 8849 379 





Wahrend somit die Staérkewerte des Futters sich véllig entsprachen oder 
nur unbedeutend voneinander abwichen, finden wir an verdaulichem EiweiB: 
bei den Kiihen mit unter 15 Liter Milch: 
fiir die Ammoniakkiihe. . ....... . 366¢g 
fiir die Kraftfutterkiihe. .......... 1245¢g 
weniger bei der ersten Reihe arS 879 g 
bei den Kiihen mit 15 und mehr Liter Milch: 
fiir die Ammoniakkiihe. .......... 379g 
fiir die Kraftfutterkiihe. .......... 1570g 
weniger bei der ersten Reihe . ar .s een 


Es war hiernach anzunehmen, dali bei einer Nichtwirksamkeit des als 


Ersatz gebotenen Ammoniakstickstoffs fiir die Milchtiere ein schneller 
und weitgehender Ausfall an Milch eintreten muBte. Denn zwar konnten im 
danischen Versuchslaboratorium trockenstehende Kiihe bereits mit 200 bzw. 
250 g vorwiegend aus Eiweifs bestehendem Rohprotein auf 1000 kg erhalten 
werden, brauchten somit unserer fiir 600 kg Lebendgewicht berechneten 
Futtergabe entsprechend nur 120 bzw. 150 g verdauliches EiweiB und eher 
noch etwas weniger. Doch handelte es sich eben um trockenstehende Tiere !. 

Die Melasse wies in der ersten Probe 51,5 kg Starkewert auf, in der 
zweiten 50,7 kg und in der dritten 54,5 kg, das Silofutter in den ersten 
beiden Proben 8,03 kg Staérkewert und 0,26 kg verdauliches Eiwei® auf 100. 
Weitere Ergebnisse seien hier wiedergegeben, sie zeigten, 100 g in 1 Liter 
Wasser geschiittelt und aufgefiillt, in 100 cem davon: 





Datum cem n Lauge Datum ecm n Lauge Datum ecm n Lauge 
auf 100 ccm auf 100e¢cm auf 100cem 


24. II. 2,04 22. IIT. 1,92 19. IV. 1,92 
28. I. 1,88 27. II. 2,04 23. IV. 1,96 
2. Il. 1,96 31. IIL. 2,00 29. IV. 1,92 
5. HI. 1,92 3. IV. 1,84 mV. 1,88 
10. TIL. 2,04 9. IV. 1,88 14. V. 2,04 
18. III. 2,00 14. LV. 2,08 

Mittel: 1,96 ccm n Lauge auf 100ccm. 








Probe 7 und 8 stammen aus der letzten Silogrube, in der das Futter 
sehr feucht und der Anteil an Luzerne vielleicht etwas gréBer war, die 
anderen Proben sémtlich aus der ersten. 100 g¢ Sauerfutter aus der ersten 


1 Beretning, Kgl. Veterinaer-Landbohojskoles Lab. 63, 28 u. 30, 1907. 
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Zusammensetzung des Silofutters. 





Trockenmasse 


Probe in der 
frischen 
Masse 


18,50 
20.70 
90.50 
19,75 
19,90 
23,96 
16,44 
16,94 


Soe hoe 


zs 


Grube enthielten nach G. Wiegner 0,570 g freie Milchséure, 0,505 g¢ freie 


227 ¢ freie Butterséiure, 0,606 g freie und gebundene Milch- 


Essigséure, 0,227 g 


in der luft- 
trockenen 
Masse 


96,00 
89,30 
97,90 
95,82 
94,00 
92,90 
91,78 
94,34 


In der Trockenmasse enthalten 


. ? - 
Asche Fett Roh ‘ 
protein protein 


13,61 6,83 9,69 


verdaul, 
Rein- 
protein 


Rein- 


N-frei¢ 
Roh-  Extrakt 
faser stoffe 


13.00 
12,22 
10,04 
12,62 
1 Pe Wy 
13,72 
15,07 


4,99 
4.49 
3,54 
4,54 
3.79 
4,92 
5,36 


8,64 
7,10 
3,48 
7,12 
8,26 
9,30 

11,99 


6,50 2,28 


4,22 
1,84 
1,37 
2,35 
5,68 
5,12 
6,66 


0,40 
0,68 
0,81 
1,70 
1,87 
1,54 
2 


2,25 


sdure, sowie 0,460 g freie und gebundene Butterséure. 


Da die vorhandene Silofuttermenge tiberschatzt worden war, mubte 
am Il. Marz, nach nur etwa einw6échiger Versuchsdauer, aus jeder Gruppe 


eine Kuh herausgenommen werden. 
stehend angefiihrt. 


31,93 
32,46 
33,63 
32,55 
31,66 
82,57 
32,96 
34,52 


37,02 
36,05 
42.56 
50,39 
44,06 
43,21 
39,10 
33,06 


Ihre bisherigen Ertrage sind nach 





Datum 


Gruppe unter 15 Liter 
Kraftfutterkuh Nr. 762 


Gruppe 15 Liter und mehr 
Kraftfutterkuh Nr. 689 


9,7 Liter 2,9 °/) Fett 


ol ae 11,3 Liter 3,0 °/) Fett 
90 


aiid 
5. IIT. 
. HL. 
. AEL 
. HI. 
yal. 
bE 


11,8 3,2 


12,4 

9,8 
11,3 
11,9 
11,9 
12,2 


33%, > 
3,3 0 

3,9 0 , 
3.4%, 
8,5 Fo 
3.4 5 


10,6 2,9 ly 


18 & 
11, 
11,9 
11,3 
12,3 
11,2 


2.9 0 

2.8 0 : 
2,8 " 0 
2,9 i 0 
2,9 5 
2,9 % 


Mittel: | 11,6 84% , 11,2 2.9%, 





Gruppe unter 15 Liter 


Gruppe 15 Liter und mehr 
Ammoniakkuh Nr. 708 


Datum Ammoniakkuh Nr. 705 


12,0 Liter 3,1 °/o Fett 
2%, . 11,5 2.9 9) 
3.4 ’ 0 ” 11,4 2,9 9 0 
3,0 "Io 
3,2 %lp 
3.3 9/ 
3.1 0/0 
3,2 %/o 


3,1 "lo 


og | 1 SSP sera 10,7 Liter 3,5 °) Fett 

a | 9,9 3,2 ° 

i er ae 10,0 
‘ce | | Sere 11,5 Bt le 9 11,4 


5 | | Siri 12,0 
us eee aera 9,4 
BS ta eae 9,8 
. TIL. sed 94 


Mittel: 104, 


3,5 %/y 10,6 
3,6 %/g 11,0 
33% , 10,9 
3,6 %o 10.9 , 


34% , | a oy 


Diese Tiere weisen somit keine beachtlichen Unterschiede in ihrer 


Milchergiebigkeit auf. Allenfalls kbnnte man glauben, daB Nr. 708 ein Zuriick- 
gehen in der Milchmenge erkennen léBt, waihrend Nr. 705 etwas hoéheren Fett - 
gehalt gegeniiber der mit ihr zu vergleichenden Kuh Nr. 689 aufweist 


Wirklichen Einflu8 auf das Gesamtergebnis kénnen aber diese Kiihe oder 


ihre Aussonderung aus dem Versuch nicht bieten. Die anderen Tiere blieben 
bis zum 16. Mai im Versuch. 


Versuchstiere. 


Gewichtsveranderungen der 
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Mittel 


10,9 Liter 


Mittel 


Mittel 


Ersatz des KraftfuttereiweiBes durch Ammoniumbicarbonat. 


Die vor dem Versuch liegenden Milchertraige waren : 





Kraftfutterkiihe Ammoniakkiihe 





unter 15Liter)) poze unter 15 Liter 
15 Liter | Pett U. mehr 15Liter Pett U.mehr 
Milch Milch Milch i 


Liter | % Liter Liter Of Liter 


Nach dem vorletzten Probe- 
EEE 0 Gite ne 15,3 14,8 19,0 


Nach dem letzten Probe- 

WASIROR =. ke Se é 4 3, 18,0 
Mittel vom 23. bis 26. II. 

(Ubergang). ..... 5,1 || § 2 | 3,2) 14,0 
Mittel vom 27. II. bis 2. III. 

(Tabellenration). . . . 5 | 36! 146 | 3,2 3,2 | 14,0 || 3,3 


Es zeigte sich also bei allen Futtergaben zunichst ein einiger- 
maBen gleichmaBiger Milchabfall. Die Milchergebnisse der eigentlichen 
Versuche folgen in der Tabelle auf voriger Seite zunachst fiir die ersten 
35 Tage. 

Also in ungefahr 35 Tagen: 

bei Kraftfutter: 

12,3 Liter Milch mit 3,4°, Fett bzw. 16,0 Liter Milch mit 3,0°, Fett; 
bei Ammoniak: 

10,9 Liter Milch mit 2,7°, Fett bzw. 13,6 Liter Milech mit 2,9°, Fett; 
weniger bei Ammoniak: 

1,4 Liter Milech und 0,7°, Fett bzw. 2,4 Liter Milch und 0,1°,, Fett. 


Es sollte gepriift werden, ob etwa durch Ersatz eines Teiles Ammo- 
niumbicarbonat durch verdauliches Eiwei8 in Gestalt von Olkuchen 
eine Zunahme des Milchertrages bei der Ammoniakreihe zu_er- 
zielen ware. 


Daher wurde vom 7. April an der Gruppe ,,Ammoniakkiihe mit 15 Liter 
Mileh und mehr‘t 1 kg Olkuchengemisch (Sojaschrot, Erdnu8kuchenmehl] 
und Palmkernschrot im Verhaltnis 2,5: 1,5: 0,5) mit einem Gehalt von 
658,4 g¢ Starkewert und 291g verdaulichem Eiweif zugelegt. Da diese 
Zugabe 46,4 g Stickstoff enthielt, wurden dadurch 264g Ammonium- 
bicarbonat ersetzt, die entsprechend bei der Ammoniumbicarbonatgabe 
fortgelassen wurde. Ebenso entsprachen die 658,4 g Starkewert in der 
neuen Olkuchenzulage 8219 g Silofutter (entsprechend einem Starkewert 
von 8,03 g in 100g frischer Masse). Diese Menge Silofutter kam ent- 
sprechend bei der Ration in Fortfall, so daB der Staérkewert auf derselben 
Hohe (8,849 kg) blieb. Ferner enthielt die so in Fortfall kommende 
Gabe Silofutter noch 20,55 g verdauliches Eiwei8, das bei der bisherigen 
Futtergabe natiirlich beriicksichtigt worden war. Hierfiir muBte Ammonium- 
bicarbonat in einer Menge von 18,7 g eintreten. 
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Also in 40 Tagen 
bei Kraftfutter: 
12,4 Liter Milch mit 3,7°, Fett bzw. 15,6 Liter Milch mit 3,2°, Fett; 
bei Ammoniak: 
10,8 Liter Milch mit 3,1°, Fett bzw. 14,4 Liter Milch mit 3,2°, Fett; 


bei Ammoniakfiitterung weniger: 
1,6 Liter Milch und 0,6°, Fett bzw. 1,2 Liter Mileh und —°,, Fett. 


Die weniger Milch liefernden Tiere haben in 74 Tagen bei Kraft- 
futtergabe 1,4 bzw. 1,6 Liter Milch und 0,7 bzw. 0,6°% Fett meh: 
erbracht als die Ammoniakkiihe. Die starker Milch gebenden Gruppen 
wiesen in den ersten 35 Tagen einen Minderertrag von 2,4 Liter Milch 
je Tag und ein Sinken des Fettgehalts um 0,1°, bei den Ammoniak- 


kithen auf. 

Als aber bei dieser starker Milch gebenden Ammoniakgruppe 
unter entsprechendem Abzug von Silofutter und Ammoniumbi- 
carbonat 1 kg Olkuchenkraftfutter zugelegt wurde, blieb in 40 Tagen 
nur noch ein Unterschied von 1,2 Liter Milch bei gleichem 
Fettgehalt. 

Bei den Kraftfutterkiihen standen neben dem Grundfutter fiir die 
Tiere mit weniger Milch 

15kg Sojaschrot, 
15 ,, ErdnuBikuchenmehl, 
0,5 ,, Palmkernschrot, 
fiir die Tiere mit mehr Milch 
2,5 kg Sojaschrot, 
1,5 ,, ErdnuB8kuchenmehl, 
0,5 ,,  Palmkernschrot, 
als Sonderaufwendung gegeniiber; bei den Ammoniakkiihen mit wenige! 
Milch 
0,805 kg Ammoniumbicarbonat, 
16 » Silofutter, 
l ss Melasse, 
bei den Ammoniakkiihen mit mehr Milch 
1,083 kg Ammoniumbicarbonat, 
21 »» Silofutter, 
] »» Melasse, 
bzw. spater bei den Ammoniakkiihen mit mehr Milch 
l kg Olkuchengemisch (2.5: 1,5: 0,5 Soja- 
schrot : ErdnuBkuchen : Palmkernschrot ), 
13 »» Silofutter, 
0.819 ,, Ammoniumbicarbonat, 


] »» Melasse. 
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Die Kraftfutterzulagen enthalten: 
7,662 kg Starkewert und 1,243 kg verdauliches EiweifB bzw. 
8.818 ., mm sy ~-E668,, va = 


Die Ammoniakgaben eathalten dagegen: 
7,932 kg Starkewert und 0,365 kg verdauliches EiweifB bzw. 
8,849 ,, os i OST, 5 4 


und mit 1 kg Olkuchengemischzulage : 
8,865 kg Starkewert und 
0,648 ,, verdauliches Eiweif. 

Da die beiden Gruppen der Ammoniakkihe, die den Versuch bis 
zum Schlu8 mitmachten, als Durchschnittsgewieht 573 und 571 kg 
aufweisen, so wiirden nach Moéllgaard' fiir jedes Tier taglich 252 baw. 
251g verdauliches EiweiB als Erhaltungsbedarf benétigt werden. 
Die Gruppe mit der unter 15 Liter liegenden Milchgabe weist in den 
tiglich im Durchschnitt erzielten 10,8 Liter Milch je 2.77%, EiweiB 
auf, oder 299 g. Der Bedarf an verdaulichem Eiwei8 im Futter stellte 
sich dann, selbst wenn dieses voll und ganz fiir die Erhaltung und 
Milcherzeugung verwendet worden ware, auf 551g. Im Futter waren 
indes nur 365 g verdauliches EiweiB vorhanden. Auch hier mu ver- 
dauliches EiweiB durch Ammoniumbicarbonat ersetzt worden sein, 
da ein KérperzuschuB gréBeren Umfanges bei derartig hoch bleibender 
Milchleistung kaum wahrscheinlich ist. Bei der zweiten, starker milch- 
ergiebigen Ammoniakgruppe, enthielt die taglich gelieferte Milchmenge 
14 Liter mit je 2,83 ° Eiwei®, oder 396g, als je 1 kg Olkuchenkraft- 
futter? beigegeben wurde. In der vorherigen Fiitterungszeit vom 3. Marz 
bis 6. April, ohne Olkuchen, ist gleichfalls Ammoniumbicarbonat fiir 
den Bedarf der Tiere ausgenutzt worden. Fiir die Versuchszeit vom 
7. April bis SchluB des Versuchs sind fiir Erhaltung der Tiere und Milch- 
erzeugung selbst bei 100°, Verwertung des verdaulichen FuttereiweiBes 
647 g EiweiB nétig gewesen®, wihrend 648 g im Futter einschlieBlich der 
Olkuchengabe sich vorfanden. Es kann somit auch in diesem Falle wohl 
kaum die Milchleistung ohne Ausnutzung des Ammoniumbicarbonats 
ermoglicht worden sein. 


1 Grundziige der Ernahrungsphysiologie 1931, S. 253. — ? Die Ol- 
kuchen zeigen recht niedrige Gehalte, so ErdnuBkuchenmehl 28,4°, 
verdauliches EiweiB gegen 38,7°, nach Kellner; Sojaschrot 32,5°, ver- 
dauliches EiweiB gegen 38,4°, nach Kellner; nur das Palmkernschrot 
weist normalen Eiwei®gehalt auf. Die Beobachtung., daB die Olkuchen 
recht niedrige Gehalte aufweisen, haben wir in letzter Zeit haufiger gemacht. 
— * Erhaltung. ..... . 251g Eiweil 

in der Milch. . . . . 396¢ * 
647 g Eiweib 
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Andererseits ist der Minderertrag bei reiner Ammoniumbicarbonat. 
fiitterung ein immerhin so betrachtlicher gewesen, soweit nicht wenigste1 
etwas Olkuchen beigegeben wurde, daB nach Griinden fiir diese Er- 
scheinung zu suchen ist. 


Diese ergeben sich aus den Fiitterungsbeobachtungen ohne besondere 
Miihe: Bereits am 27. Februar. nach Beendigung der Ubergangsfiitterung. 
konnte festgestellt werden, daB die Kraftfutterkiihe ihr Silofutter restlos 
verzehrten, wogegen die Ammoniakkiihe einen groBen Teil davon zuriick- 
lieBen. Erneutes BegieBen des Futters mit Melasse half nicht. Auch weiterhin 
fraBen die Kraftfutterkiihe sehr freudig ihre Ration auf, wahrend dic 
Ammoniakkiihe einen Teil zuriicklieBen. Auch weiterhin, z. B. am 30. Marz, 
konnte die FreBlust der Ammoniakkiihe noch nicht als gut angesprochen 
werden. Hemmend erwies sich der Umstand, daB die Stalleinrichtung 
nicht mit Selbsttranke versehen war. Da die Krippen nach dem Fiittern 
zwecks des Traénkens mit Wasser gefiillt wurden, muBte jeweils etwa ein 
Viertel des Silofutters mit Zubehér, das zuriickgelassen war, bei den Ammo 
niakkiihen aus der Krippe herausgeworfen werden. Es wurde zwar den Tieren 
unmittelbar vor die FiiBe gelegt, von wo sie es nach dem Tranken noch 
ziemlich lebhaft aufnahmen, doch ist unter diesen Umstanden immer mit 
erheblicheren Verlusten zu rechnen. Besser wurde die Futteraufnahme dann 
bei den Ammoniakkiihen, die 1kg Olkuchenzulage erhielten. Einmal wat 
damit eine Herabminderung der vorher mit 51 kg Silofutter recht hohen Saft - 
futtergabe verbunden. Es schien, als wenn das Ammoniumbicarbonat durch 
Abstumpfung der Séure des Futters dasselbe irgendwie etwas weniger 
schmackhaft fiir die Kiihe machte. Da diese Beobachtung bei friiheren 
Versuchen mit Ammoniumbicarbonatfiitterung nicht gemacht worden war, 
mag die Art des Silofutters, besonders aber die recht hohe Sauerfutter- 
gabe, neben der Minderung des sauren Geschmacks den Tieren  un- 
bequem gewesen sein. Durch die schlechtere Futteraufnahme kann 
jedenfalls der beobachtete Minderertrag an Milech bei den Ammoniak- 
kiihen um so mehr erklairt werden, als nach maéBiger Verminderung des 
Silofutters und Beigabe von 1 kg sechmackhaftem Olkuchen der Milch- 
ertrag nur noch unbedeutend geringer war, als bei volliger Olkuchen- 
fiitterung. 


Gehalt der Milch?: 





EiweiB Asche | Trockenmasse Kalk 
0), 0/ 


id 0 


Kraftfutterkiihe bis 15 Liter . . || 3, f 13,02 0,180 
Kraftfutterkiihe tiber 15 Liter . | 7 0,74! 11,90 0,169 
Ammoniakkihe bis 15Liter . . | 2,7 72 11,67 0,169 
Ammoniakkiihe ber 15 Liter . | ME 11,80 0,169 


Die erste, weniger Milch liefernde Kraftfuttergruppe wies also 
héhere Gehalte an den wichtigen Bestandteilen auf. 


1 Im Mittel aus elf Bestimmungen wahrend des Versuchs. Nur 
der Kalkgehalt wurde im ganzen dreimal wahrend des_ Versuchs 
bestimmt. 
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Kostenberechnung der Fiitterung. Erste Versuchszeit. 
Kiihe mit geringerer Milchleistung. Grundfiitterung beider Gruppen 
gemeinsam. Sonderkosten der Fiitterung fiir jede Gruppe: 





Kraftfutterkiihe | Rpf.* Ammoniakkiihe nt. 


1,5kg Sojaschrot . 22.95 | 0,805 kg Ammoniumbicarbonat(141,7¢N) 11,34 
1,5 , ErdnuBkuch. 27,00 || 16 kg Silofutter, [kg etwa 1 Rpf. . . . 16,00 
0,5 , Palmkernk. . 8,40 1 , griine Melasse, 1kg etwa 5 Rpf. . 5,00 
Zusammen: 58,35 Zusammen: 382,34 
, : Minderleistung der Ammoniakkihe 
Kosten und Minder- tiglich 1,4 Liter Milch weniger*** . . 16,80 
leistung der Am- Minderleistung der Ammoniakkihe an 
moniakkihe . . «| 104,28 Gewicht taglich rund 1 kg weniger. . | 25,00 
Minderertrag > Milchfettgehalt taglich 0,7°,, weniger bei 
je Stiick und Tag) 45,93 193 Liter Mileht ........., 30.14 
(wohl etwas zu hoch) 
Zusammen: 104,28 
* Preise nach Zeitschrift der Landwirtschaftskammer Niederschlesien 87, 1326, 1923 
** Kilogrammprozent Stickstoff 0.80 Mark. *** Preis Erzeugerpreis frei Bahnhof Breslau 14 Rpf. 
+ Fiir je ein Prozent Fett ist ein Preis von 3,5 bis 4 Rpf. zu rechnen. Da hier bereits der Frisch- 
milchpreis fiir Trinkmilch Verwendung gefunden hat, diirften 3,5 Rpf. je Fettprozent geniigen. 
Doch ist diese Rechnung fiir die Ammoniakkiihe eigentlich zu ungiinstig, da in gewissem 
Umfange eine Doppelbewertung der Milch eintritt. 


Ammoniumbicarbonat konnte hier, vermutlich wegen unbefriedi- 
gender Futteraufnahme, der Leistung der Kraftfutterkiihe nicht be- 
friedigend entsprechen. Kaum giinstiger stellte sich die Berechnung 
in der zweiten Versuchszeit: 





Kraftfutterkiihe Rpf. Ammoniakkiihe Rpf. 


Kraftfutterkosten Minderleistung der Ammoniakkiihe 
wie oben. . . . 58,35 taglich 1,6 Liter Milch weniger . . . 19,20 
Minderleistung der Ammoniakkiihe an 
Kosten und Minder- Gewicht taglich 0.7 kg weniger . . . 17,50 
leistungen der Minderleistung der Ammoniakkiihe an 
Ammoniakkiihe . 99,42 Fett in der Mileh taglich 0,6°,, bei 
Minderertrag 12,4 Liter : 
je Stiick und Tag = 41,07 
(wohl etwas zu hoch) 


30.38 


Zusammen: 99,42 


Kiihe mit gréBerer Milchleistung. 
Sonderkosten der Fiitterung fiir jede Gruppe. Erste Versuchszeit 35 Tage. 





Kraftfutterkiihe Rpf. Ammoniakkiihe Rpf. 


2.5kg Sojaschrot .| 38,25 1,083 kg Ammoniumbicarbonat (190,6¢N) 15,25 
15 . ErdnufSkuch. | 27,00 1kg griine Melassee ......... ~~ «5,00 
0,5 , Palmkernk..| 8,40 | 21 , Silofutter .......2...~.; 21,00 


Zusammen 73,65 Zusammen 41,25 
Minderleistung der Ammoniakkiihe 
Kosten und Minder- taglich 2,4 Liter Milch weniger . . . 28,80 
einnahmeder Am- Minderleistung der Ammoniakkiihe an 
moniakkiihe. . . 95,65 Gewicht taglich 0,8kg weniger. . . . 20,90 
Minderertrag Milchfettgehalt tiglich 0,1°, weniger bei 
je Stiick und Tag 22,00 i ares 


(wohl etwas zu hoch) Temen | Sb 
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Zulage von lkg Olkuchengemisch fiir die Ammoniakkiihe. 
Zweite Versuchszeit 40 Tage. 





Kraftfutterkiihe Rpf. Ammoniakkiihe Rpf 


Wie oben . . . ., 73,65  0,819kg Ammoniumbicarbonat (144, a N) | 11,53 
lkg grime Melasse .. . are tee, 
SS as oak as oe oe 


Kosten und Minder- 1, Olkuchengemisch . .... .. .| 16,40 
ertrag der Ammo- 


niakkihe je Stiick Zusammen | 45,93 
und Tag . . . ., 63,46  Minderleistung der Ammoniakkihe 
tiglich 1,2 Liter Milech weniger . . .| 14,40 
Durch die Ammo- Minderleistung der Ammoniakkihe an 
niakfitterung tiig- Gewicht taglich 0,13 kg weniger... | $18 
lich 10,19 Rpf. Milchfettgehalt taglich nichts weniger. _ 
Mehrgeldertrag. Zusammen 63,46 

Bei Verfiitterung von je 1 kg Olkuchengemisch und 0,8 kg Ammo- 
niumbicarbonat, sowie Ersatz des fehlenden Starkewertes durch 13 kg 
Silofutter und 1 kg griine Melasse, gelang es, bei einer taglichen Leistung 
der Ammoniakkiihe von rund 14!/, Liter mit 3,2°% Fett gegeniiber 
der Verwendung von Olkuchen durch die Ammoniakfiitterung einen 
taglichen Gewinn von 10,2 Rpf. je Stiick zu erzielen. 

Unzweifelhaft ist es erforderlich, die Verfiitterung von Ammonium- 
bicarbonat und den Ersatz des dabei fehlenden Starkewertes sowie 
den Wohlgeschmack des Futters noch weitergehend zu verbessern. 
DaB aber bei einem Preise des Ammoniumbicarbonats von 80 Rp/. 
je Kilogrammprozent unter Umstainden auch ein wirtschaftlicher 
Erfolg einwirken kann, zeigt die letzte Fiitterungsreihe. Die eingesetzten 
Geldwerte sind simtlich solche des Oktober 1933. 

Es ist also anscheinend méglich, bei Milchkiihen gréBere Mengen 
des Olkuchenkraftfutters durch Ammoniumbicarbonat mit saurem 
Silofutter zu ersetzen. Hierbei gelangt Ammoniumbicarbonat, in orga- 
nisch saures Ammoniaksalz umgewandelt, vermutlich auf dem Wege 
iiber im Pansen aufgebautes BakterieneiweiB zur Verwertung durch die 
Tiere. Irgendwelche Schadigungen bei einer entsprechenden Fiitterung 
konnten nicht beobachtet werden, obwohl bis zu 1 kg Ammonium- 
bicarbonat je Tag und Tier gefiittert wurden, freilich stets mit Sauerfutter 
ausreichend umgesetzt. Der Erfolg der reinen Gabe von Ammoniun.- 
bicarbonat an Stelle von Olkuchen war nicht befriedigend, weil Kérper- 
gewicht und Milchertrag, wie Fettgehalt der Milch mehr oder weniger unter 
dem EinfluB dieses Ersatzes zuriickgingen. Dagegen stellte sich eine 
Futtergabe, bei der neben 1 kg Olkuchengemisch immer noch 0,8 kg 
Ammoniumbicarbonat verabfolgt wurden, nur wenig niedriger als die 
gréBere (41/, kg) Olkuchengabe, wobei dann bei Berechnung der Kosten 
bzw. des Ertrages der Fiitterung die Ammoniakfiitterung mit 10 Rp/. besser 
abschnitt. Es scheint, daB Erzielung einer befriedigenden Schmackhaftig- 
keit und gleichzeitig nicht zu massiger und leicht aufnehmbarer Ersatz der 
im Ammoniumbicarbonat mangelnden Starkewertmenge notwendig sind. 





Die Eigenschaften der Proteine als Funktion ihres Feinbaues. 
Von 
St. J. von Przyjecki und M. Z. Grynberg. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 28. Februar 1934.) 


I. Theoretischer Teil. 
Fi 
In dieser Arbeit, der zweiten dieser Serie!, wollen wir einige Protein- 
eigenschaften, vor allem die Reaktionsfahigkeit mit anderen Substanzen, 
vom Standpunkt der Eigenschaften der proteinbildenden Gruppen 
zu analysieren versuchen. In der Literatur der zwei letzten Dezennien, 
die iiber dieses Gebiet erschien, wird mit wenigen Ausnahmen (Meyer 
und Mark?) die Aufmerksamkeit besonders auf die ionisierten Gruppen 
gelenkt. Diese Begrenzung erschwert das Verstandnis aller Protein- 


eigenschaften. Die Einbeziehung der Eigenschaften der lipophilen 
Gruppen in den Kreis der theoretischen Betrachtungen wird vielleicht 


zur Erklarung verschiedener Proteinreaktionen beitragen. 


Das Proteinmicell kann in eine Langskette und die Seitenketten (R) 
zerlegt werden. 
.-.- NHCHCONHCHCO... 
| 


R, Ry 


Die Kette besteht aus denselben Bausteinen; nur ihre Lange und die 
Reste variieren. Diese sind sehr verschieden. Man teilt sie in polare 
und unpolare ein, von denen erstere wieder in Reste mit typisch hydro- 
philen und in solche mit hydro- und lipophilen Gruppen (z. B. Tyrosin) 
zerfallen. 

ET. 

Die Hauptrolle der ionisierbaren Gruppen liegt in ihrer Dissoziations- 
fahigkeit. Die Ionisation hingt ab vom py. von der Art der Gruppe, ihrer 
Menge, der Art der Verteilung gleichnamiger Gruppen im Molekiil, der 
Verteilung anderer besonders ent gegengesetzt geladener Ionen und dem Ab- 
schwachen bzw. Verschwinden der lonisation durch Micellbildung. Gleich- 
namige Gruppen beeinflussen sich, wenn der Abstand zwischen ihnen klein 
ist. Dies ist bei den Histonen, vor allem aber den Protaminen der Fall. Bei 
diesen Proteinen ist deshalb die Dissoziation nicht die einer ein- bzw. zwei- 
oder dreiwertigen Base, sondern die einer Vielwertigen (bis 10 bis 12) ahnlich. 


1 St. J. von Przylecki, diese Zeitschr. 255, 393, 1932. — *? K. H. Meyer 
u. H. Mark, Der Aufbau der hochpolymeren organischen Naturstoffe. 
Leipzig 1930. 
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Die Rolle der nichtionisierten polaren Gruppen ist sehr verschieden 
Sie beeinflussen die Aggregation, die Fahigkeit, Nebenvalenzbindunge: 
mit Ionen oder anderen polaren Gruppen (Dipolen) zu bilden, die Koagula 
tion und die Affinitaét zu H,O. 


Die unpolaren Gruppen haben eine antagonistische Wirkung auf dic 


polaren. Sie bestimmen 1. day Vermégen der Proteine zur Kohasion bzw. 
Adhasion, 2. die Quellung oder Léslichkeit der Proteine in organischen 
Lésungsmitteln, 3. ihre Anreicherung an der Oberflache (organische Lésungs 
mittel/H,O und H,O/Luft), 4. vermindern sie die Affinitaét zum Wasser, 
5. verstarken sie die Koagulation und 6. vergr6éBern sie die Fahigkeit, sich 
mit Lipoiden zu verbinden. Méglicherweise erleichtern sie auch die Aggrega 
tion oder Assoziation. DaB eine Aggregation durch lipophile Gruppen 
begiinstigt wird, ist eine Annahme, die allerdings heute durch den Nachweis 
der starken Assoziationsfahigkeit von Glutaminséiure, Asparaginsaéure, 
Arginin, Asparagin sowie Glykoll, nicht aber von Alanin, Valin oder Leucin! 
abgeschwacht worden ist. Wohl aber kénnten diese Gruppen beim Koagu 
lieren eine Rolle spielen. 
IT. 

Die rdéumliche Lagerung der Proteinteilchen. Sie ist bei den ver- 
schiedenen Arten und Zustinden der Proteine ganz verschieden Von 
diesen sind fiinf méglich: 1. das Micell im Solzustande im Flissigkeits- 
innern ohne Aggregation; 2. im aggregierten Zustand; 3. auf der Grenz- 
fliche zwischen zwei Phasen; 4. im koagulierten Zustand und 5. als 
Suspension ohne Quellung und Wassermantelbildung. 

Der Solzustand. Wenn ein Micell sich im Solzustande und im 
Flissigkeitsinnern befindet, so wechselt die Micellgestalt und die Lagerung 
der einzelnen Gruppen sehr, je nach den Agenzien und der Proteinart. 
Folgende Einfliisse sind vor allem wichtig: a) die Quantitat der ver- 
schiedenen Gruppen; b) ihre Ionisation; c) das px; d) die Elektrolyte : 
e) das Lésungsmittel, seine Dielektrizitatskonstante; f) die Lagerung 
der verschiedenen Gruppen, besonders der NH,COOH und lipophil— 
hydrophil. In verschiedenen Lésungsmitteln ist die Hydratation und 
Dissoziation der Gruppen verschieden. Im Wasser erhéht der Wasser- 
mantel wesentlich die Stabilitét. In ihm sind die einzelnen Micellen wegen 
des starken polaren Baues der Proteinmicellen wahrscheinlich nicht ganz 
unabhangig voneinander. Im allgemeinen sind sie vielmehr, ebenso wie 
die Wasserteilchen, durch Dipolmomente gerichtet. Vielleicht kann die 
Orientierung teilweise den Einflu8 der Verdiinnung auf die Assoziation 
der Proteine (Sdérensen) erklaren. 

Bei Anderungen der Versuchsbedingungen kénnen die verschiedenen 
Gruppen mehr oder weniger abgeschirmt oder abgesattigt oder durch 
den Wassermantel unzuginglich werden. Bei Anwesenheit von Salz 
kénnen sich in einem groBen pu-Bereich die sich abstoBenden ionisier- 


1 M. Frankel, diese Zeitschr. 217, 378, 1930; W. M. Hosking, M. Randall 
u. C. L. A. Schmidt, J. of biol. Chem. 81, 1929. 
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baren Gruppen nahern (Ettisch'). Innerhalb der Teilchen kann eine 
Gruppe sowohl Drehungen um die Liangsachse, als auch eine Anderung 
des Abstandes zwischen zwei Gruppen durch eine Veranderung der 
Gestalt der Kette bewirken. In sehr verdiinnten Lésungen ist das 
von Wasser umgebene Proteinmicell, wenn es geladen ist, einem Baum- 
kuchen ahnlich. Die Seitenketten ragen nach allen Richtungen hervor. 
Alle Stoffe, die die Dielektrizitatskonstante andern, tiben wahrscheinlich 
einen EinfluB8 auf den riumlichen Bau des EiweiBes aus. Der Zustand 
des Proteins ist somit auch in dem stabilen py- Bereich von Fall zu Fall 
sehr verschieden. Unsere Versuche iiber die Adsorption an unpolaren 
organischen Lésungsmitteln, sowie diejenigen, bei denen eine durch 
Nebenvalenzkrafte hervorgerufene Bindung zustandekommt (z. B. bei 
Dextrinen, Purinbasen)?, zeigen klar, daB das Proteinmicell bei ver- 
schiedenen pu nicht nur ein anderes Verhalten gegen lonen zeigt, sondern 
daB auch die Bindung durch polare, nichtionisierte Gruppen bei py-An- 
derung verschieden ist (v. Przylecki und Majurin®). Auch der Salz- 
einfluB (zweiter Teil) zeigt, daB die Elektrolyte eine Zustandsanderung 
der Proteine hervorrufen. In vielen Fallen wird die Wasseraffinitat 
geandert. 

Auch im Aggregatzustand ist die Gestalt der Proteine sehr ver- 
inderlich. Besonders zeigten die Versuche von v. Przyleckt und 
Targonska*, sowie von Giedroyc, daB die Aggregationsart und die Ver- 
kettung der Aggregate stark vom pu und von der Anwesenheit von Salz 
abhdngig sind, sie bestitigen aber gleichzeitig, dap die Aggregate bildenden 
Micellen verschieden sein miissen. 

Die Gestalt an der Phasengrenze. Es ergeben sich folgende Grenz- 
flichen: a) Loésung/Luft; b) Fliissig—Fliissig; c) Fliissig—Fest und 
d) Fest—Fest. Die zwei mittleren zerfallen wieder in Untergruppen: 
polares Lésungsmittel — polare, unpolares oder polares —unpolare fliissige 
oder feste Oberflache. 

a) Im ersten Fall sind bei den Proteinen die lipophilen Gruppen 
nach Langmuirs Theoxie nach der Oberflache gerichtet, die polaren 
Gruppen dagegen in das Fliissigkeitsinnere nach dem Schema 





Luft 
CHs CH, 
—CH—CONHCH—CONHCH 
| 
COO 
1G. Ettisch u. G. Schulz, diese Zeitschr. 289, 48, 1931. — ? Std. 
v. Przytecki u. Grynberg, ebenda 244, 190, 1932. — *% Im Druck. — 


4 vy. Przytecki u. J. Targonska, diese Zeitschr. 255, 406, 1932; W.Giedroye, 
im Druck. 
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GréBere Ansammlungen auf der Oberflache kénnen vielleicht Ver 
dichtungen der lipophilen Gruppen durch Anderung der Kettenform zu: 
Folge haben. Solche Gestaltanderungen kénnten eine koagulations- 
begiinstigende Wirkung haben und zu Membranbildungen und teilweise1 
Entwasserungen verschiedener Gruppen fiihren. Sie bewirken gleichzeitig 
eine Heraushebung der lipophilen Gruppen und ihre Annadherung, was 
im Wasserinnern unméglich ware. 

b) In dem zweiten Fall, zwei wenig mischbare Fliissigkeiten, 
von denen die eine polar, die andere unpolar ist, sind die Erscheinungen 
im wesentlichen den oben besprochenen ahnlich. In diesem Falle aber 
spielt noch auBer dem Typus die Affinitat der Gruppen des Proteins 
und des Lésungsmittels eine groBe Rolle. Die Adsorption des Proteins 
wird in vielen Fiillen spezifischer sein, z. B. das aromatische Phenyl- 
alanin und Tyrosin werden anders und durch andere Oberflachen als 
die aliphatischen Aminosaduren, z. B. Lysin, adsorbiert. Diese ver- 
schiedenen Affinitaten erklaren vielleicht eine abweichende Adsorption 
von Ovalbumin auf Paraffinen (20°) und Benzol (40 bis 50°) bei 
pu 2 bis 3 (zweiter Teil). 

c) Was die Phasengrenze Wasser und eine andere polare Fliissigkeit 
betrifft, so ist die Spezifitat hier noch mehr ausgepragt. Es sind zwei 
Falle zu unterscheiden. Im einen ist die Oberfliche nur durch polare, 
im zweiten durch gemischte Gruppen belegt. Im ersten ist die Raum- 
konfiguration ganz anders als in den zwei bis jetzt besprochenen Fallen. 
In Abhangigkeit von der Gruppenart, vom Charakter der dipoltragenden 
Gruppen wird eine spezifische Einstellung einer besonderen Richtung 
+-- oder —-Gruppen gegen die andere Fliissigkeit zustande kommen. 
Die gleichnamig geladenen Gruppen werden abgestoBen. Die Einstellung 
ist wahrscheinlich ganz anders als im Wasserinnern. In diesem Fall 
wird noch starker der px-Einflu8 hervortreten, da auBer der Protein- 
anderung auch noch die Oberflichengruppen der einen Phase ganz 
anders gebaut sind und chemische Verdinderungen durchgemacht 
haben kénnen. Wir haben so eine ganz andere Adsorptionskurve 
fir Ovalbumin an Ol, Estern, Oleinsiure oder Alkohole gefunden 
(zweiter Teil). 

Wenn die Fliissigkeitsgrenze dagegen von polaren und unpolaren 
Gruppen besetzt ist, so wird das Bild wesentlich anders. In diesem Falle 
kénnen sowohl die unpolaren wie polaren Gruppen des Proteins durch 
die Oberflache angezogen werden. 

d) Ist das Protein an der Grenze fliissig—fest gelést, so haben 
wir ahnliche Verhaltnisse wie bei den bereits erwaihnten Fallen. 

Im koagulierten Zustand ist die Raumkonfiguration des Protein- 
micells von der im Solzustande verschieden. Auch hier haben wir aber 
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kein einheitliches Bild. Die Gestalt und somit die Eigenschaften des 
Koagulums sind abhingig vom pu, in dem die Koagulation zustande 
kommt, 2. vom pu, in dem sich das Koagulum befindet, 3. von den bei 
der Koagulation anwesenden Elektrolyten. Die Unterschiede liegen 
unter anderem 1. in der Hydratation der Gruppen, 2. ihrer Affinitat 
zueinander, 3. ihrer Entladung, 4. der Gestalt der Proteinmicellen 
im Augenblick der Koagulation. In Abhangigkeit davon sind die 
Kompaktheit des Koagulums, sowie die auf der Oberflaiche befindlichen 
Gruppen verschieden!?. 

Cher den Suspensionszustand wissen wir am wenigsten. Die 
Micellen sind durch Wasser nicht umhiillt, die Wirkung der un- 
polaren Gruppen ist deswegen erleichtert. 


IV. 

Die Reihenfolge und das Mengenverhaltnis der verschiedenen Gruppen- 
arten tibt, wie schon im ersten Teil? mitgeteilt wurde, einen groBen EinfluB 
auf die Eigenschaften der Proteine aus. Es wird jetzt die Bedeutung des 
Feinbaues und Verhaltnisses der polaren zu den unpolaren Gruppen be- 
sprochen. Das Problem ist durch Meyer und Mark® analysiert worden. 
Sie bilden durch Summation der polaren O, NH, NH, usw., sowie 
der unpolaren Gruppen Verhaltniszahlen dieser Gruppen fiir verschiedene 
Proteine. So erhalt man fiir Seidenfibroin P: A 0,75, fiir Zein 0,53. Diese 
Betrachtung ist wohl richtig. Sie liefert aber noch kein klares Bild tiber die 
Bedeutung des Verhaltnisses und kann vor allem keine Erklarung des 
bunten strukturellen Feinbaues der Proteinmicellen geben. Auch Lloyd 
und Phillips 4 und de Boer und Dippel® haben die Affinitat von verschiedenen 
Gruppen des Proteins zum Wasser analysiert. 

Die hydrophilen und hydrophoben Gruppen im Protein sind 


unter sich nicht gleichberechtigt. Einmal kénnen bei der Mehrzahl 
der Proteine die C-Atome der Lingskette als proteindifferierende Gruppe 
nicht ins Spiel treten. Sie sind strukturell identisch, vor allem aber 
sind sie oft von Seitenketten umgeben. Bei einer sich wieder- 
holenden Glykokollgruppe haben wir freien Zutritt zur Langskette. 


Auch wenn andere Gruppen sich 6fters wiederholen und gleichgerichtet 
sind, kann eine Freilegung der CONH-Gruppen zustande kommen. 


Deswegen sind zur Bestimmung der Proteineigenschaften und ihrer 
Spezifitat die Seitengruppen besonders geeignet. 

Die Unterschiede der einzelnen Gruppen liegen in ihrer Linge und 
Struktur (aliphatisch, aromatisch). Aupferdem kinnen die hydrophoben 
Gruppen im Proteinteilchen entweder zerstreut und vereinzelt vorkommen, 


1 vy, Przytecki u. R. Majmin, erscheint in dieser Zeitschrift. — 
2 v. Przylecki, 1.c. — 3 lic. S. 229. — 4 D. J. Lloyd u. H. Phillips, Trans. 
Farad. Soc. 29, 1933. — 5 J. H. de Boer u. C.J. Dippel, Rec. Trav. Pays 
Bas 52, 1933. 
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oder zu grifperen Ansammlungen vereinigt sein. Auch die umgebenden 
hydrophilen Gruppen kénnen sehr verschieden sein, z. B. ionisiert oder 
nicht, von verschiedener Lange, mit gréBeren oder kleineren Wasser 
affinitaten behaftet sein usw. Deshalb ist die einfache Berechnung 
des Mengenverhiltnisses polare/unpolare Gruppen kein Mittel zur Be- 
stimmung der Reaktionsfahigkeit und zur Charakterisierung des Einflusses 
der anwesenden lipophilen Gruppen unzureichend. Wenn die ldngeren 
lipophilen Gruppen von kurzen, mit kleiner Wasseraffinitdt behafteten 
Gruppen umgeben sind, dann tritt ihre Wirkung stark hervor, vor allem, 
wenn thre Ligenschaften dhnlich sind und sich summieren. Wenn aber 
umgekehrt viele aber kurze, stark zerstreute unpolare Gruppen iiberall 
durch stark hydratisierte polare Seitenketten umgeben sind, dann ist ihre 
Anwesenheit ohne besonderen EinfluB auf die Proteineigenschaften. 


Im Proteinmolekil haben wir einerseits stark hydratisierbare 
Gruppen, andererseits soleche ohne jede Wasseraffinitaét. Die Hydra- 
tation, besonders der ionisierten Teile, ist sehr groB!, und wenn das 
Protein geniigende Mengen der hydratationsfahigen Gruppen besitzt, 
ist es vollstandig wasserumhiillt, d. h. das ganze Proteinmicell ist dank 
dem groBen Radius der Wasserhiillen der einzelnen Gruppen durch 
einen Wassermantel umgeben. Dies ist nur dann médglich, wenn die 
hydrophoben Gruppen aus dem Wassermantel in keiner Richtung hervor- 
ragen. Wenn aber die hydrophoben Gruppen aus diesem oder jenem Grunde 
(z. B. wegen gréBerer Komplexe) nicht durch den Wassermantel von 
dem AuBenmedium getrennt sind, erhalten wir eine mosaikartige Struktur, 
bei der die Wasserhiille nicht vollstdindig ist und neben wasserumgebenen 
Proteinteilen wasserfreie, hydrophobe Proteinstellen existieren. Die zwei 
Typen kénnen schematisch in folgender Weise bildlich dargestellt 
werden. 


CO—NH CO—NH CO—NH CO—NH CO—NH CO—NH 


be / \/ \7% / VA 
CH CH CH CH CH CH 
| | | | 
CH, CH, CH, CH CH, CHOH 
| OF at | | 
CH, CH, CH, CH, CH, CH, 
l | | | 
—CO0- CH, _ C00" 
. ) dred 
CH, NH?: NH 
C 
NH NH 





1 Wo. Pauli u. £. Valko, Elektrochem. d. Kolloide, Wien 1929; Kolloid- 
chem. d. EiweiBk6érper, Dresden 1933. 
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CO—NH CO—NH CO—NH CO—NH CO—NH_ CO--NH 


CH CH CH CH CH CH 
bn, CH, ¢ Hy, CH, CH CH, 
CH, CH, CH CH, 
be CH, Ch, CH CH, 
CH, OH, 
N Hy 


Somit kinnen die Proteine, was den Wassermantel betrifft, in von 
Wasser vollstindig und unvollstindig umhiillte eingeteilt werden. 

Was die Eigenschaften der nichtumhiillten Proteine — betrifft, 
muB noch die Menge und die Verteilung der unpolaren Gruppen in 
Betracht gezogen werden. Es kénnen entweder einzelne lipophile Gruppen 
herausragen, oder es entstehen lipophile Zentren, wo Biindel solcher Gruppen 
susammengeballt sind. Wenn ihre Zahl gering ist, so sind viele Eigenschaften 
dieser Proteine denen der wasserumhiillten sehr dhnlich. Diese Analyse 
ist auf einen bestimmten Proteinzustand und zwar auf den _nicht- 
aggregierten, gelésten begrenzt. Wenn das Protein als Suspension 
in organischen Lésungsmitteln als trockenes Pulver oder auf einer 
Oberfliche ausgebreitet wird, so ist kein Wassermantel vorhanden oder 
er ist unvollstandig. Weiterhin ist auch bei den vollstandig umhiillten 
Proteinen eine Méglichkeit zur Bindung mit unpolaren Gruppen vor- 
handen. Auch durch Aggregationen oder Koagulationen kénnen solche 
nichtumhiillte Stellen zustande kommen. 

Was die verschiedenen Proteine betrifft, so ersehen wir aus der 
Tabelle von O. Kestner! bzw. E. Waldschmidt-Leitz? das Verhaltnis 
der verschiedenen Aminosiuren zueinander. 


Die angegebenen Zahlen zeigen, wie grobe Differenzen zwischen 
den Repraisentanten verschiedener Proteinarten vorhanden sind. Die 
Gelatine beherrschen hydrophile Gruppen. Dies hat seinen Grund in 
den groBen Mengen Glykokoll-, Oxyprolin-, Diamino- und Dicarbon- 
siuren. Von 91,3°% bestimmten Aminosduren entfallt beim Glutin 
auf Leucin nur 7,1, auf Phenylalanin 0°, auf Tyrosin und Trypto- 
phan 0°%. Nur die Leucinreste kénnten aus den groBen Mengen mit 
groBer Wasseraffinitat behafteten Seitenketten herausragen, wenn sie 


' O. Kestner, Chem. d. EiweiBkérper, Braunschweig 1925. — ? 2. Wald- 
schmidt-Leitz, Neuere Untersuchungen tiber den Aufbau der EiweiBkérper. 
Leipzig 1931; siehe auch Wo. Pauli u. E. Valko, Kolloidchem. d. Eiweih- 
kérper, 8. 22. 

Biochemische Zeitschrift Band 270. 14 
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nicht durch sie ins Micellinnere gedringt werden. Deswegen ist dies: 
Proteingruppe als eine ganz oder fast ganz wasserumhiillte aufzufasse1 

Auber Gelatine enthalten alle anderen Proteine mehr hydrophol« 
als hydrophile Gruppen. So enthalt das Serumalbumin 30°, Leucin 
neben groBen Mengen Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan. Alle dies: 
Korper kénnen wahrscheinlich nicht als vollstandig wasserumhiill' 
aufgefaBt werden. 

Bei der Betrachtung der Umhiillung und der gegen das AuBen 
medium gerichteten Gruppen mu auBerdem in jedem Fall noch dir 
Existenz von micellaren Bindungen der Gruppen und ihre Gestalt 
beriicksichtigt werden. Auch bei der Kugelform kénnen die Reste 
die keine Affinitat zum Lésungsmittel besitzen, ins Innere des Teilchens 
gerichtet sein. 

£ 

Die hydrophilen und hydrophoben Gruppen itiben einen groBen 
Kinflu8 auf die Eigenschaften der Proteine und zwar auf die Reaktions- 
fahigkeit zwischen den Aggregaten derselben Proteinart und zwischen 
Proteinen und anderen Stoffen aus. 

Die wasserumhiillten polaren Reste gehen Verbindungen ein, die 
durch homéopolare, heteropolare Nebenvalenzen entstehen k6nnen. 
Sie verhindern aber auch dank dem Wassermantel ein Reagieren mit 
vielen Stoffen, die den Mantel nicht durchdringen kénnen. Vor allem 
mu, um mit einem polaren Proteinrest in Reaktion treten zu kénnen, 
die Affinitat zwischen dem Rest und der gegebenen Gruppe gréBer 
als zwischen den beiden Gruppen und Wasser sein. Dies ist bei 
bestimmten ionisierbaren Dipolen méglich. Der Wassermantel muB an 
einer gegebenen Stelle entfernt und die Gruppe freigelegt werden. 

Auger mit polaren verbindet sich das Proteinmolekiil auch mit un- 
polaren Stoffen; dies erfolgt dank der lipophilen nicht durch Wasser um- 
hiillten Gruppen. Alle durch den Wassermantel wmgebene Reste kénnen. 
bis ste nicht in irgendeiner Weise enthiillt werden, nicht in Reaktion treten. 
Dies ist besonders durch Adsorptionsversuche, bei denen eine Ansamm- 
lung auf einer festen oder fliissigen Oberflaiche stattfindet, nachgewiesen 
worden. Das stark umhiillte Glutin wird fast nicht auf der Oberfldch 
Wasser organisches Lésungsmittel adsorbiert; dagegen verhalten sich das 
Ovalbumin, Serumalbumin usw. ganz anders (zweiter und dritter Teil), 
wahrend das Glutin die Oberflichenspannung des Wassers erniedrigt. 


Auch die unpolaren Gruppen kénnen zu verschiedenen Bindungsarten 
der Proteine fiihren. 


In einigen Fallen entstehen sehr labile Kohasionsverbindungen. 
die sehr leicht getrennt werden kénnen. In anderen, besonders wenn 
die Reste identisch sind, wird nach der Annahme von Meyer und Marck 
eine Summation der Kohdasionskrafte der einzelnen Reste zustande 
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kommen, und die Bindung somit verstarkt werden. Damit ergibt sich 
eine Méglichkeit der Bindung von Proteinmicellen, die freie lipophile 
Gruppen enthalten. Besonders beim Ubergang Sol > Gel ist diese 


Bindungsart wahrscheinlich. 

Bei isolabilen Proteinen wird die Micelle, die gegen Zusammen- 
ballungen durch ionisierte Reste geschiitzt ist, beim Entladen durch 
die Kohasionskrafte der unpolaren Gruppen zum Koagulieren gebracht. 
Die Existenz von unpolaren freigelegten Gruppen ist somit als eine der 
bestimmenden Faktoren der Koagulation zu betrachten. Selbstverstand- 
lich sind noch andere Momente zu_beriicksichtigen. 

Unsere Betrachtungen befassen sich nur mit einem Teil des sehr kom- 
plizierten Problems der Eigenschaften der Proteine. Sie bertithren nur 
teilweise das so schén durch Cohn! behandelte Problem der EiweiBléslichkeit. 
Ks ist sicher, daB das weitere Eindringen in dieses Problem durch eine 
Vertiefung unserer Kenntnisse von den Ejigenschaften der Aminosaéuren 
und Polypeptide méglich sein wird. Aus diesem Grunde sind die Unter- 
suchungen von Cohn und Schmidt? so wertvoll. 

Die Teilnahme der unpolaren Gruppen beim Aggregieren ist weniger 
verstandlich. Erstens sprechen gegen diese Annahme die Versuche, 
die die Aggregationsfahigkeit der freien Aminosiuren behandeln, sowie 
die Tatsache, daB die beste Aggregation bei Gelatine, dem am besten 
umhiillten Protein, stattfindet®. Ob die Gelatinekoagulation durch 
Alkohol oder Aceton, durch Enthiillung der unpolaren Gruppen hervor- 
gerufen wird, oder ob andere Reste dabei ins Spiel treten, ist nicht 
aufgeklart. 

Die Versuche von Andrzejewski*, der die Viskositat des Glutins 
in Alkohol oder Acetonlésungen bestimmte, sprechen fiir eine starke 
Entwasserung als Vorstufe der Koagulation. Besonders die Tatsache, 
daB die Viskositat zum kritischen Wert abfallen muB, um die Koagu- 
lation hervorzurufen und daB er vom px unabhangig ist, sprechen fiir 
eine solche Annahme. 


Auch mit anderen Substanzen treten die unpolaren Reste der 
Proteine in Bindung. Hierher gehért die Affinitaét zu héheren Fett- 
siuren, Cholesterol usw. Die Lipoide sind zu kompliziert gebaut, um 
ohne weitere Versuche eine Bindung durch Kohasion anzunehmen. 
Wenn wir z. B. das Lecithin in Betracht ziehen, so kann es mit den 
Proteinen durch PO~, durch N, durch COO una durch unpolare Gruppen 
sich verbinden. 


! E.J.Cohn, Die Naturwissensch. 20, 663, 1932. 2 J. B. Dalton u. 
C.L. A. Schmidt, J. of biol. Chem. 108, 1933. 3 Siehe die Erwagungen 
von H. Kallmann u. M. Willstdtter, Die Naturwissensch. 20, 952, 1932. 


4 Im Druck. 
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Zusammenfassend sehen wir, wie die Mengenverhaltnisse unpolare / po 
lare Gruppen und ihre Verteilung im Micell das Proteinverhalten. beein 
flussen. Es ist sehr wahrscheinlich, dap besonders der zweite Faktor, di: 
Verteilung, die gegenseitige Anlagerung der Aminosduren im Proteinmicel/ 
der hervorragende und die Spezifitat bedingende ist. 


Wir besprachen schon, inwiefern die Entstehung der Verbindunger: 
von den Distanzen zwischen verschieden geladenen Gruppen abhangt! 


Aus der der oben durchgefiihrten Analyse tritt der grope Einflus: 
der Streuung der unpolaren, sowie der sie umgebenden polaren Gruppen 
hervor. Die letzteren kénnen sowohl durch die GréBe und Gestalt des Wasser 
mantels in vielen biologisch wichtigen Fallen, aber auch durch ihre Laduny 
eine Bindung verstirken oder ganz verhindern. Ein Beispiel wird dies 
erlautern. 

Wenn wir eine Bindung zwischen Protein und Lecithin durch 
unpolare Gruppen annehmen und zwei verschiedene, neutrale Proteine 
bei pu 7 betrachten, deren unpolare Gruppen einmal durch COO--., 
das andere Mal durch NH,-Gruppen umgeben sind, dann ist ihre 
Bindungsfahigkeit ganz verschieden. Im ersten Fall werden die Stoffe 
sich gegenseitig abstoBen, im zweiten sich anziehen. 


Il. Teil. Adsorption auf der Oberfliche fliissig : fliissig. 

Die Proteine, treten wie bekannt. in Bindung mit verschiedenen, 
sowohl organischen wie anorganischen Stoffen. Die Natur der dabei 
auftretenden Krafte ist sehr verschieden. Es gibt aber zweifellos Ver- 
bindungen, bei denen die van der Waalsschen Krafte auftreten. Die 
in den Proteinen vorhandenen Gruppen sind so verschieden, daB wir 
sicher noch bei weitem nicht alle Bindungsméglichkeiten der Proteine 
kennen. 

In dieser Arbeit wollen wir die Adsorption von Proteinsolen aut 
der Grenzfliche zweier Phasen fliissig fliissig betrachten, wobei die 
eine eine wasserige Proteinlésung, die zweite ein organisches Lésungs- 
mittel ist. Die Versuche sind mit zwei Proteinarten, Ovalbumin und 
Gelatine, ausgefiihrt worden, um den EinfluB der hydro- und lipophilen 
Gruppen, ihrer Konzentration und Verhiltnisse zu vergleichen. 


Methodik. 

Es wurden Ovalbumin Merck nach Abtrennung von Globulin und 
Gelatine, Coignet Pére et fils .,extra**, auf verschiedene py durch n/1l0 HCl 
oder NaOH gebracht. Die organischen Lésungsmittel stammten von 
Merck, Kahlbaum, das Cyclohexanol von Schuchard-Gérlitz. Der gr6éBte 


1 St. J. v. Przytecki, 1. c. 
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Veil war uns vom chemisch-organischen Institut der Universitat Warschau 
veliefert! worden. 

40 cem einer 0.3 ° igen EiweiBlésung wurden 5 oder 10 cem organisches 
Losungsmittel zugesetzt. Die Fliissigkeiten befanden sich in einem 50-cem- 
Erlenmeyer-Kolben, um das Schiumen zu vermeiden. Die Systeme wurden 
bei Zimmertemperatur 3 Stunden geschiittelt, die Phasen im Scheidetrichter 
vetrennt und der N nach Parnas-Wagner in der Wasserphase bestimmt. 
\ls Kontrolle dienten dieselben EiweiBlésungen, die ohne organisches Losungs- 
mittel geschiittelt wurden. In keinem Falle konnte man einen Ubergang 
des Proteins in das organische Lésungsmittel beobachten. 


Ergebnisse. 
l Reine Ovalbuminlésungen. 


Die erhaltenen Resultate sind in den Tabellen I und Il zusammen- 
vestellt. Das Verhalten des Ovalbumins gegen verschiedene organische 
Fliissigkeiten zeigt, da dies Protein sich meistenteils stark an der 
Oberflache der zwei Lésungen anreichert (Tabelle 1). 


Tabelle I. 


Prozent des adsorbierten Ovalbumins. 





Organisches Lisungsmittel Pu 

2 3 4 5 6 7 8 
Ne UM os es ae 5 19 25 42 48 66 66 64 
Be RON os ial si eee ee 30 39 46 69 59 55 
3. Petrolather . . 2... 22 34 40,6 | 55 71.5 58 60 
4. Poreffies . 2... s — 17,1 41 57 41 14 5 
ComeeaGe Ss ee 44 50 50 50 70 70 68,5 
Gr Fone 6 2 ee Se eI 43 45 45 66 64 61 
7. Brombenzol. . . . . | 36 38 38 40 69 72 68 
8. Nitrobenzol . . . . . 18 32 46 48 69 70 62 
9. Amylalkohol ... . 1 2,5 43 18 2,5 1 1 
10. Cyclohexanol . . . . 0 0 2,2 2 1,0 0 0 
11. Benzylalkohol . . . . 3,0 2,0 3,0 4.0 2,0 2,0 21 
12. Oleinsaure ..... 19 20 29 40 40 40 40 
13. OL (Oliven) . . 2...) 87 42 46 52 36 8 4 
14. Athylbutyrat . . . . 26,5 32 48.5 56 30 33 29 
15. Amyloleinat. . . . . 28 | 38 38 52 41 17 
MCR. . 2... 4-4 27 42 55 70 69 58 


1 Wir danken Herrn Dr. J. Leskiewicz bestens fiir seine Liebens- 
wirdigkeit. 
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Von den untersuchten unpo- 2 
laren Stoffen ist das Verhalten hs ss is | Se 
von Hexan, Ligroin und Petrol- 5 
ather sehr ahniich. In allen Fallen 
ist eine viel kleinere Adsorption ae CNOrOmA NM Oc 
bei sauren als bei alkalischen re ee ee 
Léosungen nachweisbar. Das Maxi- 
mum der Adsorption liegt bei py 6 eae fs 
bis 7, bei dem etwa 70°, des an- ass | a0 
wesenden Proteins gebunden wird. 
Die homocyclischen Verbindungen, 
Benzol und Toluol, verhalten sich mes t eiee 
etwas anders als die sauren Pro- 
teinl6sungen. bei denen eine viel : 
groBere Bindung nachweisbar ist. 3 a 
Die maximale Bindung wird bei <£ Sa lal — 
pa 6 bis 7 erreicht, 70 und 66°>. Be 
Das Verhaltnis ist bei den er- e 
wahnten aliphatischen Kérpern bei => $3 nO O10 
pu 2und 61:3, bei aromatischen “% 58 a sit 
L2a,8. ‘- 

Von dieser Kérperklasse 7 LS 
weichen die Paraffine ab, bei Bs Serre eo 
welchen wir eine ganz andere py- x a 
Adsorptionskurve erhalten haben, = § 2 
die ein starkes Maximum bei = S Ma \|- +44 
PR 5 zeigt. Von diesem Punkt aus L s — ae 
sinkt die Adsorption nach beiden H 
Richtungen sehr stark. = = 

mye” S Srie}| || ose 

Die mit polaren Gruppen be- @& 5 S13 (aes 
hafteten Stoffe  verhalten sich ie a 
sehr verschieden, je nach der % : 
anwesenden Gruppe. Das Chloro- 35 es wes le | | Pie 
form ist in seiner Adsorptions- ~~ ae “Ue ial 
fahigkeit den aliphatischen Kohlen- — _; 
wasserstoffen sehr aéhnlich. Das-  7— E a 
selbe kénnen wir vom Brombenzol = 5 SS BA I | w 
und Nitrobenzol sagen. a a 

Uberall liegt die maximale © "5 
Adsorption bei py 6 bis 7, und E ee | | ate 
das Verhaltnis zwischen den ad- = 
sorbierten Prozenten Protein im 
sauren und alkalischen Gebiet ist P Cone Ghee 
wie 1:2 bis 1: 3,8. Etwas anders = SOS ee! Sees 
verhalt sich die Oleinséure. Bei 
ihrer Anwendung bemerkt man, ‘si ? i 
da8 von py 5 an die Adsorption s eS S ss se 
vom py unabhangig ist. Die maxi- cs ot 2 20 © 2 
male Adsorption betrégt 40°). ™ A e eels 
Ein ganz anderes Verhalten zeigen 
die Alkohole. Diese Gruppe gibt = of ret — 
entweder keine Bindung (Cyclo- iy 
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exanol, Benzylalkohol), oder nur eine kleine Adsorption bei pq 5 (I. P.), 
ie teilweise durch Schaumbildung und Denaturation des Proteins erklart 
verden kann. Es scheint, daB die in Lésung befindlichen Proteine keine 
Neigung zur Adsorption auf Alkoholoberflichen haben. 

Die organischen Ester haben eine spezifische Adserptionskurve. Sie 
ihnelt teilweise der der Paraffine, mit dem Unterschied aber, da8 sie eine 
viel héhere Adsorption in sauren Loésungen anzeigt. Das Maximum der 
\dsorption fallt auf py 5. 


2. EinfluB der Salze auf die Adsorption des Ovalbumins. 

Der EinfluB ist besonders gro} im sauren pu-Gebiet und da, wo 
die Adsorption klein ist. Sowohl MgCl,, wie Na,SO, verstarken die Ad- 
sorption der unpolaren aliphatischen Stoffe bei pu 3, so daB die Ad- 
sorption fast derjenigen im alkalischen Gebiet identisch wird. Dasselbe 
trifft fiir die Adsorption an CHCl, zu. Auch bei alkalischen Lésungen 
wirken die Salze bei unpolaren Stoffen adsorptionserhéhend. Auf die 
Adsorption von Benzol und Toluol bleiben sie ohne Einflu. Die Ad- 
sorption an Nitrobenzoloberflachen wird etwas geschwacht. Der EinfluB 
auf einige Alkohole ist sehr verschieden. Die Adsorption an Amzyl- 
alkohol ist wesentlich starker, besonders im sauren py-Gebiet, wo 
sie von 2 auf 24%, steigt. Auf Cyclohexanol und Benzylalkohol 
bleiben die Salze ohne EinfluB, die Adsorption bleibt Null oder 
fast Null. 

Die Salzwirkung auf die Adsorption an der Oberfliche Wasser 
:Olsaure wurde nur in sauren Lésungen beobachtet. Die Steigerung 
des gebundenen Prozentgehalts ist bei Na,SO,-Zusatz gréBer als bei 
derselben MgCl,-Konzentration. Die VergréBerung der Adsorption 
ist 110 und 65°%%. 

Bei pu 7 bleiben die Salze ohne EinfluB. Auch die Adsorption 
an Oltropfen wird durch Salze verstiarkt, bei pu 3 von 40 auf 65 bis 70%. 
Dasselbe zeigt sich bei px 5, besonders aber bei pu 7, wo der adsorbierte 
Anteil von 10 auf 49°% steigt. Gleichzeitig sehen wir, daB schon sehr 
geringe Salzkonzentrationen geniigen, um das Maximum der Adsorption 
zu erreichen. 


3. Einflu8 der Protein- und Lésungsmittelkonzentration. 

a) Einer 0,3°,igen Ovalbuminlésung (py 3) wurden weehselnde Ol- 
mengen (Il bis 40ceem) zugesetzt. Bei kleinen Olmengen konnte eine Steigerung 
der Adsorption bei Erhéhung der Olmenge nachgewiesen werden. Von 
5cem an ist die gebundene Menge dieselbe. 

b) Die relative Adsorption ist von der Konzentration des Proteins 
im Bereich zwischen 0,15 und 0,6°) unabhaéngig. Beim System 5cem 
Ol + 40 cem Ovalbumin werden bei py 3 von einer 015°, igen Lésung 
42°, einer 0.3°, igen Lésung 41°, und einer 06° igen Lésung 46°, 
adsorbiert. 
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4. Einflu8 der Zusatze 
zur Proteinlésung auf die Adsorption. 

Zu 40cem 0,3° ,iger Proteinlésung wurden leem H,O oder 1 ec: 
Amylalkohol gesetzt und mit 10 cem Benzol oder Hexan geschiittelt. Di 
erhaltenen Resultate zeigen, daB der Amylalkohol die Adsorption sowol 
an Benzol wie Hexan stark herabsetzt. Ganz ahnlich wirken Athanol und 
Aceton auf die Adsorption von Proteinen an dem fliissigen Paraffin. 


5. Versuche mit Gelatine. 

Die in der Tabelle [11 zusammengestellten Zahlen zeigen ein wesent 
lich anderes Bild, als die der Tabelle 1, wo die Adsorption mit Ovalbumin 
untersucht wurde. Mit Gelatine wurde fast keine Adsorption nach 
gewiesen. Die maximale Adsorptionsfahigkeit wurde mit Cyclohexano! 
und Benzol beobachtet. In allen anderen Fallen ist sie fast im Bereich 
der Fehlergrenzen. Auch die Salze rufen keine Adsorptionsverstarkung 
hervor. Dasselbe kénnen wir von Versuchen mit 50 oder 75°, Aceton 
oder Alkoholproteinlésungen bei py 3 oder 7 sagen. 


Tabelle III. 


Prozent adsorbierte Gelatine. 





Organisches Lisungsmittel 


. Cyclohexanol 

. Hexan 

3. Paraffin . 

Pee a ew 

. Amylalkohol . 

. Athylbutyrat 

PERE ee es = 
car a 1 8,0 7,9 


* 100 ecm 0,2 °/oige Gelatine + 40 cem Benzol bei 20°. — Die Experimente wurden durch 
Frau 8. Frajberger-Grynberg ausgefiihrt. 


6. Adsorption von Alkohol auf koaguliertem Ovalbumin. 


Stalagmometrische Untersuchungen iiber die Adsorption von 
Propanol oder Butanol bei kleinen Konzentrationen zeigten, daB dic 
Adsorption unterhalb der Fehlergrenzen liegt (~ 5%). 


Zusammenfassung. 
1. Es wurde ein groBer Unterschied in dem Verhalten der zwei 
untersuchten Proteine Ovalbumin und Gelatine nachgewiesen. Das 
Ovalbumin wird stark auf der Oberfliche von verschiedenen organischen 
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liissigkeiten adsorbiert. Die Gelatine ist ganz oder fast vollstandig 
adsorptionsunfahig. 


Der nachgewiesene Unterschied muB in der Proteinkonstitution 
(siehe den theoretischen Teil) und in den wechselnden Affinitaten 
der verschiedenen Gruppen der Proteine zu den organischen Stoffen 
bzw. zucinander liegen. In jedem Fall muB, wenn eine Adsorption zu- 
stande kommt, die Aftinitaét Protein—organische Substanz gréBer sein, 
als die Affinitat zwischen diesen Stoffen und Wasser. Die reaktions- 
fahigen Gruppen kénnen durch einen Wassermantel umhiillt und dadurch 
unerreichbar werden. Dieses Moment spielt bei der Gelatine eine hervor- 
ragende Rolle. 


2. Die Adsorption von Ovalbumin ist von der Natur der 


Oberflache stark abhingig. Die Adsorption auf unpolaren Korpern 
(aliphatischen sowie aromatischen) ist ziemlich gro und = wird bei 
sauren Proteinlésungen durch Salze verstarkt. Das isoionische, oder 
als Anion fungierende Protein ist starker adsorbierbar als das positiv 
geladene. Dasselbe gilt fiir Brombenzol, Nitrobenzol und Chloroform. 
Kin ungefahr ahnlicher Kurvenverlauf zeigt sich bei den Fettsdiuren. 
In diesem Fall ist es interessant, da& die maximale Adsorption in al- 
kalischen Loésungen liegt, in denen die COQO-lonen des Proteins die 
NH,-lonen stark iiberwiegen. Die Salze verstarken das Adsorptions- 
vermogen. Es macht den Eindruck, als ob auf der Oberfliche der 


Olsiure vorhandene nichtdissoziierte Gruppen keine starkere Affinitat 


zu NH,-Gruppen haben, oder als ob die Affinitaét durch das Wasser 
erschwert werde. Die nicht dissoziierten NH, sind weniger mit Wasser 
umhillt und die Gruppen kénnen leichter in Bindung treten. Vor allem 
wurde beobachtet, da die NH,-Gruppen des Proteins eine kleine Ten- 
denz zur Bindung mit Dipolen zeigen. Die NH,-Gruppen treten im 
Gegenteil mit Anionen leichter in Bindung. Bei Olsiure besteht noch 
die Moéglichkeit, da die Saure in alkalischen Lésungen ionisiert wird 
und mit den NH,- bzw. NH,-Gruppen des Proteins ionogene Ver- 
bindungen gibt. 

Ganz anders verhalten sich die Ester. Die maximale Adsorption 
erfolgt beim isoelektrischen Punkt des Proteins, und die Salze ver- 
stirken die Adsorbierbarkeit sowohl im alkalischen wie im = sauren 
Gebiet. In sauren Losungen wirkt Na,SOy, starker als MgCl,. Im al- 
kalischen pu-Bereich ist das Gegenteil beobachtet worden. Auch im 
isoelektrischen Punkt wird durch MgCl, cine Adsorptionsverstarkung 
beobachtet. Es macht den Eindruck, als ob die schwach geladenen 
bzw. entladenen Proteine starker als die geladenen adsorbierbar 
sind. Ob auch hier die ,,Entwasserung™ eine Rolle spielt, ist) sehr 
wahrscheinlich. 


14° 
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Die letzte untersuchte Gruppe, die Alkohole, verhalt sich ganz 
anders. Den Amylalkohol ausgenommen ist keine Adsorption nach- 
weisbar. Auf dem Alkohol wird das Protein nur beim isoelektrischen 
Punkt schwach adsorbiert. Kine Adsorption von Alkohol auf Ovalbumin 
gelen ist nicht nachweisbar. Die Salze verstarken die Adsorbierbarkeit 
der Proteinsole nur beim Amylalkohol, sie bleiben ohne jeden EinfluB 
auf die Adsorption auf den ibrigen untersuchten Alkoholen. Es ist 
schwer, eine Erklirung dieser Erscheinung zu geben, wenn es auch 
wahrscheinlich ist, da in diesem Fall die groBe Affinitat der Hydroxy! 
gruppe zum Wasser eine Rolle spielen kénnte. 

%. Sehr interessant ist der EinfluB der Zusaitze zum Proteinso! 
auf die Adsorption. Sowohl Amylalkohol, Athanol wie Aceton ver- 
mindern stark die Adsorptionsfahigkeit des Ovalbumins auf Paraffin 
3enzol oder Hexan. 


Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 
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Uber die chemischen Eigenschaften des aktiven Prinzips 
der Lymphdriisen (Lymphoganglin). 


Von 
P. Marfori, G. de Nito und G. Aurisiechio. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Kgl. Universitat Neapel.) 
(Eingegangen am IS, Mdrz 1954.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Schon im Jahre 1916 konnte MWarfort den Beweis einer anta- 
gonistischen Wirkung zwischen den biologischen Funktionen eines 
wasserigen Lymphdriisenextraktes und dem = Adrenalin erbringen. 
Zahlreiche, in der Folgezeit ausgefiihrte Untersuchungen, insbesondere 
diejenigen von Chistoni (1916), haben die von Marfori gefundenen 
Ergebnisse bestatigt. Eimer von uns hat den Antagonismus zwischen 
dem Adrenalin und dem Lymphdriisenextrakt an anderer Stelle folgender- 
maBen zusammengefabt : 

Adrenalin wirkt auf die BlutgefaBe vasokonstriktorisch und erhoht 
dadurch den Blutdruck, wahrend der Lymphdriisenextrakt eine vaso- 
dilatatorische Wirkung ausiibt und so den Blutdruck erniedrigt. Die hypo- 
tensive Wirkung des Lymphoganglins halt auch nach Atropinisation und 
Hals-Vagusschnitt an. Die CoronargefaBe werden durch Adrenalin dilatiert, 


durch Lymphoganglin aber verengt. Am isolierten Herzen verursacht 
Adrenalin Tachykardie, Lymphoganglin Bradykardie. Die Pupille wird 
durch Adrenalin erweitert, durch Lymphoganglin verengt. Der erhdhte 


Augeninnendruck erfahrt durch Lymphoganglin eine  Verminderung 
(V’. Rossi), durch Adrenalin eine Erhéhung. Das Adrenalin besitzt die 
Fahigkeit, Glykosurie zu erzeugen, die durch den Lymphdriisenextrakt 
verhindert wird. Ebenso wird die nach dem Zuckerstich auftretende Glyko- 
surie durch das Lymphoganglin aufgehoben. Das Adrenalin bewirkt infolge 
seiner auf die Darmmuskulatur erschlaffenden Wirkung eine Lahmung 
der Darmperistaltik. Das Lymphoganglin dagegen ist peristaltikt6rdernd, 
da es den Sympaticus bei véllig erhaltener Vaguswirkung — ausschaltet. 
Das leukoeytaére Blutbild wird durch Lymphoganglin und Adrenalin in 
ent gegengesetzter Weise beeinfluBt. Letzteres verursacht eine ausgesprochene 
Verminderung der eosinophilen Zellen, die sogar vollkommen verschwinden 
kénnen, waihrend das Lymphoganglin eine bemerkenswerte Eosinophilie 
erzeugt. Die Stoffwechselvorginge erfahren durch das Adrenalin eine Be- 
schleunigung, durch Lymphoganglin eine Verlangsamung. Der Glykogen- 
gehalt der Leber wird durch Adrenalin, das die Mobilisierung der Glucose 
fordert, vermindert, wahrend unter dem EintlhiS des Lymphoganglins das 
Leberglykogen ansteigt (Susanna). SchlieBlich tibt das Adrenalin auf die 
Schlundmuskelpraparate der Kréte, des IKaninchens, den Dunndarm des 
Hundes, der Katze und des Kaninchens, auf den virginellen und graviden 
Uterus des Meerschweinchens, der Katze und der Hiindin, und auf die 
CoronargefaBe des Kalbes eine hemmende Wirkung aus. Der Lymphdrtisen- 
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extrakt hat dagegen eine entgegengesetzte Wirkung. Andererseits reiz 
das Adrenalin im Gegensatz zum Lymphoganglin - die Gebau 
mutter des Kaninchenweibchens sowie die Aorten- und Carotisring 
(Chistoni u. a.).** 


Diese Ergebnisse lassen jeden Zweifel an der kontrar-anta 
gonistischen Wirkung zwischen Adrenalin und Lymphoganglin aus 
schalten. 

Wahrend die pharmako-dynamische Erforschung des Lymph 
driisenextraktes als hinreichend angesehen werden kann, ist im Gegen 
satz hierzu das aktive Prinzip des Lymphdriisenextraktes und seine 
chemischen Eigenschaften fast unbekannt. Es ist dies darauf zuriick 
zutiihren, da es trotz wiederholter Versuche nicht gelungen ist, das 
Lymphdriisenhormon zu isolieren und seine chemische Natur zu er 
mitteln. Auf dem internationalen Physiologenkongref in Rom im Jahre 
1932 haben wir iiber unsere ersten Versuche zur Isolierung des aktiven 
Prinzips der Lymphdriisen berichtet. Unsere weiteren, inzwischen aus- 
gefiihrten Untersuchungen haben durch Verbesserung der Technik eine 
Vervollkommnung erfahren, die es uns jetzt erméglicht, das Hormon 
sicher rein darzustellen und seine genaue chemische Struktur auf- 
zuweisen. 


Zur Herstellung des reinen Hormons haben wir zundachst die Driisen 
zerkleinert, und ohne sie — wie in unseren ersten Versuchen — der hydroly- 
sierenden Wirkung der Essigséure auszusetzen, bei einer Temperatur von 
70 bis 75°C getrocknet, pulverisiert und durch ein Sieb, das auf 1 qem 
100 Lécher enthielt, durchgesiebt und schlieBlich erneut bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Je 200 ¢ des so erhaltenen Pulvers wurden dann 
mit je 1kg Chloroform (,,pro nareosi Kah/baum*) eine Stunde lang am 
RiickfluBkiihler ausgekocht und dann hei® durch ein Faltenfilter filtriert. 
Das Chloroform des Filtrats wird zwecks erneuter Verwendung destilliert. 
Diese Extraktion wird in der beschriebenen Weise 14mal hintereinander 
wiederholt, bis nach der letzten Destillation des Chloroforms nur ganz 
minimale Mengen lecithinhaltigen Sirups festzustellen waren. 


Der pulverisierte Driisenriickstand, aus dem durch die vorangegangene 
Chloroformextraktion das Lecithin fast vollstindig, die Fette aber voll- 
kommen beseitigt waren, wurde erneut bei 40 bis 45° C getrocknet, um ihn 
dann mit wasserfreiem Ather zu behandeln, ahnlich wie bei der Chloroform. 
extraktion. Der letzte Atherauszug hinterlaBt nach dem Abdestillieren 
keinen wesentlichen Riickstand mehr. Nach Beseitigung der letzten Ather- 
spuren aus den Driisenriickstanden ging man zur erschépfenden Extraktion 
mit absolutem Alkohol (mit negativer Calciumearbidreaktion) tiber, indem 
man nach je *'/,stiindiger Erhitzung am RiickfluBkiihler heiB filtrierte, 
den Alkohol des Extraktes redestillierte und schlieBlich die Riickstande 
der verschiedenen alkoholischen Ausziige gut trocknete. Diese véllig vom 
Alkohol befreiten Riickstaénde wurden erneut und wiederholt mit wasser- 
freiem Ather behandelt, indem man jedesmal durch AbgieBen den Athe1 
bestméglichst entfernte. Auf diese Weise erhielt man eine geringe Menge 
leicht gelblicher Substanz, die bei mikroskopischer Untersuchung einen 
Aufbau aus spitzen, sternfOrmigen Kristallen aufwies (Abb. 1). 
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Diese Substanz erwies sich vom physiologischen Standpunkt aus 
ls 4uBerst wirksam und zeigte alle uns wohlbekannten biologischen 
Kigenschaften des Lymphdriisenextraktes. Thre biologische Wirksam- 
keit zeigt sich besonders bei Katzen. Selbst Bruchteile eines Milli- 
sramms (pro Kérperkilogramm) besaBen eine  blutdrucksenkende 
Wirkung auch bei vagotomisierten und atropinisierten Tieren. Bevor 
wir dazu itbergehen, — die 
chemisch-physikalischen Eigen- 
schaften des von uns isolierten 
Hormons und seine Struktur 
aufzuweisen, méchten wir durch 
eine Versuchsserie | demon- 
strieren, daB die biologische 
Wirkung des Hormons_ nicht 
etwa durch eine Beimengung 
von Fetten oder  besonders 
von Lecithin zustande kommt, 
da diese — wie aus folgenden 
Versuchen ersichtlich ein in 
bezug auf den Blutdruck ver- 





schiedene Wirkung  ausiiben. 


Den bei der Hormondar- Abb. 1. 
stellung erhaltenen lecithin- und Mikrokristalle des Lymphdriisenhormons. 
fetthaltigen Chloroformextrakt 
haben wir mit dem wasserfreien Atherextrakt vermengt und bei 70 bis 
75°C '/, Stunde lang der Wasserwirkung ausgesetzt. Nach der Ab- 
kiihlung filtrierten wir die wiisserige Fliissigkeit, die auf ein kleines 
Volumen eingeengt war, und injizierten sie intravends einer in Athylurethan- 
Narkose befindlichen Katze, ohne bei ihr, weder bei intaktem Vagus, noch 
nach Vagusdurchschneidung und Atropinisation, eine Blutdruckveranderung 
hervorzurufen. Wird der eben erwahnte, nach Wasserbehandlung ver- 
bliebene Fett- und Lecithinsirup '/, Stunde lang bei 70 bis 75° © einer 
1°,igen wisserigen Essigsiturewirkung ausgesetzt, nach dem = Erkalten 
filtriert, auf ein kleines Volumen konzentriert und mit Natriumbicarbonat 
neutralisiert (py 7), so verursacht auch die intravendse Injektion dieser 
Lésung bei der Katze keine Blutdruckanderung. 


Bei einem erneuten Versuch wurde der konzentrierte Fett- und Lecithin- 
sirup, der vom vorhergehenden Versuch noch tibrig geblieben war, mit 
30°,iger Essigsiurelésung (Gegensatz zur 1°,igen Essigséurelésung!) 
1/, Stunde lang bei 70 bis 75° C behandelt, filtriert, abgekiihlt, konzentriert, 
neutralisiert — wie oben — und in kleinen Mengen einer Katze injiziert. 
Diese Lésung ergab eine ausgesprochene blutdrucksenkende Wirkung mit 
typischer Cholinkurve bei intaktem Vagus, welche nach Vagotomie und 
Atropinisation in eine deutliche Blutdrucksteigerung umschlug. Dieser 
Wirkungsmechanismus ist auf das durch die Hydrolyse nach Séurebehand- 
lung entstandene Cholin zuriickzufiihren, wahrend bei 1° ,iger Essigsaure- 
behandlung die Hydrolyse des Lecithins eine so geringfligige ist, dab sie 
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sich nicht einmal bei feinen biologischen Proben nachweisen lieB. Dennox 
haben wir bei unserer jetzigen Hormondarstellung jede noch so gering 
flgige Séureeinwirkung ausgeschlossen. 

Durch diese Versuche ist bewiesen, da weder dem Lecithin nox 
seinem hydrolytischen Spaltungsprodukt, dem = Cholin, —blutdruck 
beeinflussende Eigenschaften von der Art zukommen, wie sie dem 
natiirlichen unvorbehandelten Driisensaft eigen sind. Daraus folgt 
das ein dritter Stoff im 
Driisensaft wirksam sein mul} 

Wir ziehen daher folgen 
den SchluB: 

Das von uns isolierte Hon 
mon ist bereits als solches in den 
Lymphdriisen vorhanden und 
seine Entstehung — wenn auch 
lecithinischen Ursprungs — ist 
auf einen friiheren biologischen 
Abbauprozep innerhalb — der 
Driisen selbst zuriickzufiihren 


Die qualitative chemische 





und physikalisch - chemische 
Abb, 2. Untersuchung des isolierten 


Pikrat der Ammoniumbase. 
Hormons ergab: 


Die Substanz ist léslich in Wasser, wenig léslich in absolutem Alkoho! 


(0,2033a + 15°C), praktisch unléslich in Chloroform und wasserfreiem 
Ather. Aus der alkoholischen Lésung ist sie mit Platin- oder Goldchlorid 
ausfillbar. Die entstehenden Salze, Chlorplatinat und Chloraurat, sind 


beide gelb und wenig wasserléslich. Behandelt man die wasserige Lo6sung 
des Hormons mit feuchtem Silberoxyd, so gewinnt man eine quaternace 
Ammoniumbase, aus der wir ein Pikrat (Abb. 2), Tannat und Chlorhydrat 
herstellen konnten. Bei der weiteren Untersuchung dieser NSalze stellten 
wir fest, daB die Ammoniumbase weder Phosphor noch Schwefel in irgend 
einer Form enthalt und mit Cholin, Histamin, Kallikrein, Adenyl- und 
Adenosinsaure nicht identisch ist. 

Die wiasserige Lésung des reinen Hormons fallt mit dem Reagens 
von Florence rein braun aus. Die wahrend der Reaktion mikroskopisch 
zu beobachtenden Kristalle entsprechen denen des Cholins. Die Kristalle 
sind zuerst leicht dornenf6rmig, nehmen dann die Form eines nach einer 
Seite hin verlaingerten Rhombus an und kreuzen sich haufig. SchlieBlich 
beobachtet man nach etwa 1 Stunde das Verschwinden der Kristalle, an 
deren Stelle eigenartige Leerraéume auftreten. Uber diese, wie auch iiber die 
Florence-Reaktion bei Cholin wird demnachst von uns ausfiihrlich berichtet 
werden. 

Beim Kochen des Hormons mit Atzkali ist der fiir Cholin charakteristische 
Geruch nach Trimethylamin nicht wahrnehmbar, obgleich dieser bekanntlich 
organoleptisch schon bei einer Lésung von | Teil Cholin auf 2 Millionen Teile 
Wasser bemerkbar wird. 
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In der alkoholischen Hormonlésung zeigt das F/orence-Reagens keine 
illung. Phosphorwolframsiéiure gibt mit der wiasserigen Hormonlésung 
inen weiBen Niederschlag. Die Tryptophan-Murexid- und beuret-Reaktion 
allen bei reiner Hormonlésung negativ aus. 

Sowohl die wiisserige als auch die alkoholische Lésung des Hormons 
erzeugen mit Ninhydrin in der Kalte eine Blautaérbung; doch ist zu betonen, 
daB die Triketohydrindenreaktion nicht absolut) spezitisch fiir Amiuno- 
auren ist. Die alkoholische Hormonlésung, versetzt mit einer alkoholischen 
Quecksilberchloridlésung, ergibt eine weiBe, leicht gelbliche Fallung. Den 
Quecksilberchloridniederschlag halten wir fiir ein einfaches Additions- 
produkt, das in 95°, Alkohol schwer Iéslich ist. Dieses Verhalten stimmit 
mit dem des Cholins und seiner Derivate tiberein, die auch durch Quecksilber- 
chlorid gefallt werden. Allerdings ist die Empfindlichkeitsgrenze im alko- 
holischen Milieu 1: 200000, wiihrend sich die im wiisserigen Milieu auf 
1: 3300 erniedrigt. 

Im AnschluB an die qualitativen Proben haben wir eine syste- 
matische quantitative Untersuchung vorgenommen und zunachst fest- 
gestellt, da das Hormon einen Aschegehalt von 47.2°, besaB. Eine 
weitere Reinigung des Hormons in einer warmen, zur Loésung des 
gesamten Produktes nicht ausreichenden Menge absoluten Aikohols 
ergab, daB der Riickstand wieder einen Aschegehalt von 47 °,e enthielt. 
Daraus schlieBen wir, daB die bereits in den Lymphdriisen vorhandene 
quaternare Ammoniumbase an einen mineralischen Rest gebunden ist. 
Bevor wir zur qualitativen Analyse der Asche und zur elementaren 
Mikroanalyse des Gesamtproduktes tibergehen, halten wir es erneut fiir 
angebracht, die zugrundeliegende Base zu isolieren. 

Wir haben die wiisserige Hormonlésung mit feuchtem Silberoxyd 
bei 70 bis 75°C und unter Hinzufiigung von Salzsaéure bis zur genauen 
Neutralisation behandelt.  Indem wir dann von AgCl abfiltrierten, das 
Filtrat bis auf eine kleine Menge verdunsten lieBen und es dann im Ex- 
sikkator zuerst tiber Atzkalk, dann iiber Phosphorpentoxyd trockneten, 
haben wir das Chlorhydrat der Base gebildet. 

4,352, 3.486 mg Substanz: 7,487, 5.971 mg CO,; 4,037, 3.308 mg H,O. 
9,715, 8,628 mg Substanz: 0,764cem N, (756mm, 12°); 0,664 ceem Ny, 
(756 mm, 14°). 3.684, 5.885 mg Substanz: 3,465, 5.394 mg AgCl. 

Gef.: C 46,92, H 10,38, N 9,21, Cl 23,27% 
46,72, 10,62, 8,98, 22,87 % 
(CgHyONCH,. Ber.: C 47,0, H 10,4, N 915, Cl 23,2°, 





Mittlere Werte aus den Mikroanalysen : 
© 46.82%, H 106,50%, N 910%, Ci 23,07%. 
Die Bruttoformel fiir ein Stickstoffatom ist annaéhernd: 
(CgH,gONCI),. 
Das Chlorhydrat der Base wurde mit CGoldchlorid behandelt und lieferte 
einen kristallinischen Niederschlag gelber Farbe, den wir auf einem Filter 
sammelten, mit 95°,igem Alkohol wuschen und bis zur Gewichtskonstanz 
trockneten. Dieser Niederschlag war wenig in Wasser und noeh weniger 
in Alkohol léslich: 
C,H,ONCI AuCl, C,H,.NOAuCI,. 
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Aus den schon erwihnten Eigenschaften des intakten Hormons 
ergibt sich als logischste und einfachste Annahme iiber die Struktu 
der Base, sie als ein Derivat des Cholins zu betrachten. Ausgedehnt 
Untersuchungen haben uns davon iiberzeugt, daB die Base ein niederes 
Homologes des Novains, das Neosin, darstellt, welches bereits friihe 
von Kutscher (10) (11) aus Fleischextrakten isoliert worden ist. 

Das auf die friiher angefiihrte Weise erhaltene Chlorhydrat de 
Base haben wir auf seine biologischen EKigenschaften gepriift und 
im Gegensatz zu friiheren Beobachtungen festgestellt, daB, wahrend 
die blutdrucksenkende Wirkung bei intaktem Vagus gleich blieb, bei 
Vagotomie und Atropindarreichung (gleiche Dosen vorausgesetzt) diese 
eine starke Verminderung sogar bis zum vollstandigen Verschwinden 
erfuhr, ohne sich allerdings jemals in Blutdrucksteigerung zu_ ver- 
wandeln. — Wir haben erneut unsere Aufmerksamkeit dem = un- 
verainderten, aus den Driisen hergestellten Hormon zugewendet. 

Aus 8 kg frischem Lymphdriisengewebe erhielten wir eine Ausbeute 
von 6g Hormon. Es gelang uns mit verschiedenen Methoden zu_be- 
stimmen, da im Hormon Chlor und Phosphorséure enthalten waren 
Daneben konnten wir Ca nachweisen, wohingegen die sorgfaltige For- 
schung nach Kalium uns dessen Nichtvorhandensein bewies. Wir 
konnten daraus schlieBen, da die hypotensiven Eigenschaften des 
aktiven Driisenprinzips etwa der bekannten blutdrucksenkenden Wirkung 
des Kaliums zuzuschreiben sind. Die gefundene Phosphorsiure ist, 
wie uns mehrere Untersuchungen gezeigt haben, sicher im Hormon- 
molekiil enthalten und nicht einer lecithinischen Verunreinigung zuzu- 
schreiben. Um eine fettige oder lecithinische Beimischung des von uns 
gewonnenen reinen Hormons auszuschlieBen und die Reinheit des 
aktiven Prinzips zu beweisen, geben wir folgenden hochempfindlichen 
chemisch-biologischen Versuch an, wobei wir auf die bekannte Er- 
fahrungstatsache zuriickgreifen, daB Cholin beim Ubergang in Acety!- 
cholin eine Aktivitatssteigerung von 1 : L0OOU0 erfahrt. Diese Aktivitats- 
steigerung bewirkt das Primat in der pharmako-biologischen Wirksam- 
keit des Acetylcholins vor der Wirkung anderer gleichzeitig vor- 
handener Stoffe. Der Versuch wurde angestellt: a) mit dem kiinstlich 
durch Cholinchlorhydrat verunreinigten Hormon: b) mit dem wiisserigen 
essigsauren Extrakt aus den Lymphdriisen: c) mit dem reinen von uns 
isolierten Driisenhormon. 

Zu a): Einer kleinen Menge des Hormons wurde ein Zehntel ihres 
Gewichtes an Cholinchlorhydrat beigefiigt und das Gemisch am Wasserbad 
mit Acetylchlorid behandelt. Nach dem Verdunsten wurde es in Wasse! 
gelést und dann mit einer kleinen Menge Natriumbicarbonat neutralisiert. 
Bei der biologischen Untersuchung dieser Lésung konnten wir feststellen: 
Die typische, durch reines Hormon erzeugte Blutdrucksenkungskurv: 
hatte sich verindert. Denn, waihrend bei intaktem Vagus noch eine deutliche 
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slutdrucksenkung festzustellen war, wurde bei vagotomisiertem und atro- 
jinisiertem Tiere eine ausgesprochene Erhéhung des Blutdruckes nachweis- 
ar. Dieser Umschlag ist der Verunreinigung des Hormons durch das 
hydrolytische Produkt des Lecithins, dem Cholinchlorhydrat, zuzuschreiben. 

Zu b): Der getrocknete, direkt aus den Driisen gewonnene wisserig 
essigsaure Extrakt wurde ohne Hinzufiigung von Cholinchlorhydrat 
einer sorgfaltigen Acetylierung unterworfen. Dabei konnten wir die pharma- 
kologische Wirkung des Cholintyp beobachten. 

Zu c): Das reine, isolierte Hormon zeigte im Gegensatz zu den Ver- 
suchen a) und b) durch Acetylierung keine Veraénderung seiner typischen 
Blutdruckkurve, insbesondere fehlte die dem Acetylcholin eigene, blut- 
druckerhéhende Wirkung bei vagotomisierten und atropinisierten Tieren. 
Daraus kann man ohne weiteres eine cholinische Verunreinigung des Hor- 
mons ausschlieBen. 

Da das isolierte Lymphdriisenhormon einen Phosphorséurerest 
enthalt. erscheint es uns wichtig, auf seine Unterschiede von der Adenyl- 
und Adenosinsaéure hinzuweisen. Die pharmakologische Wirkung auf 
den Blutdruck ist in beiden Fallen nahezu gleich. Jedoch fordert das 
Lymphoganglin die Peristaltik des Darms, waihrend die beiden letzteren 
eine Lahmung bewirken. Auch die Reizleitung im Froschherzen wird 
verschiedenartig beeinfluBt. 

Chemisch stellen wir fest: 

1. Einen sehr verschiedenen Prozentgehalt an N und P. 

2. Eine deutlich positive Orcinreaktion bei den hydrolytischen Spal- 
tungsprodukten der Adenyl- bzw. Adenosinsaure, die bei unserem Produkt 
negativ ausfallt. 

3. Eine fiir beide Stoffe negative Diazoreaktion nach Paul Ehrlich. 

4. Die Diazoreaktion nach Késsler und Hanke ergab im Hormon 
die Abwesenheit von Histidin und Histamin. 

Es bleibt zu betrachten, ob das von uns isolierte aktive Prinzip 
nicht mit einem Abbauprodukt der Nucleinséuren identisch ist. Die 
Spaltprodukte der Adenyl- und Adenosinséiure sind wohl bekannt. 
Das Adenin hat einen N-Gehalt von 51,86 °. Guanin und die Pyrimidine 
(Cytosin, Uracyl, Tymin) sind durchweg Stickstoffbasen, deren pro- 
zentualer Stickstoffgehalt deutlich von dem unseres Hormons abweicht. 
Lavulinsaure und Pentosen geben Orzinreaktion und sind N-frei. 

Zur Bekraftigung des Unterschiedes zwischen unserem Hormon 
und diesen Stoffen haben wir eine wisserige Lésung von Thyminsiéure 
(Merck) — auch nach Behandlung mit Essigsiure — ‘lieren intravends 
injiziert, ohne danach eine Blutdruckveranderung, wie sie dem Hormon 
eigen ist, zu beobachten. 

Mikroanalyse des reinen Hormons: 

4,321, 3,872 mg Substanz: 4,076, 3,694 mg CO,; 2,343, 1.917 mg H,O. 
8,636, 7,982 mg Substanz: 0,420, 0,350cem N, (758mm, 15°). 4,446, 
7,892 mg Substanz: 2,293, 4,211 mg AgCl. 
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P. Marfori, G. de Nito u. G. Aurisicchio. 


Die Phosphorbestimmung nach der von Briggs modifizierte: 
Bell-Doisy-Methode und die Ca-Bestimmung durch die Mikromethod 
nach Kramer und Thysdall ergaben: 


P = 11,381%, Ca = 14,35%. 


Diese Ergebnisse nahern sich stark denen aus der Forme! 
C,H,,NPO,CaCl berechneten. 
61415 4 


Gef.: C 25,77, H 6,08, N 5,69, Cl 12,76, P 11,31, Ca 14,35°% 
26,02, 5,54, 5,12, 13,20, 
Ber.: C 26,51, H 5,52, N 5,17, Cl 13,06, P 11,41, Ca 14,73 % 


Aus der chemischen Analyse und den pharmakologischen Eigen 
schaften des Hormons ergibt sich als cinfachste und wahrscheinlichste 
Annahme tiber die Struktur des aktiven Prinzips, daB es sich um einen 
Phosphorsaureester des Methylcholins handelt. Da jedoch aus Literatur 
und eigener Erfahrung hervorgeht, daB unter den Methylcholinderivaten 
nur die Ester aus $-Methylcholin, selbst bei vagotomisierten und atro 
pinisierten Tieren den Blutdruck senken, so diirfte das Hormon woh! 
als das Chlorhydrat des $-methylcholinphosphorsauren Calciums an- 
zusprechen sein. 

CH, DY 

}H;-N-—CH,—CH—0-—PZ ' 

CH N-—CH, ys I Np > Ca. 
Cl CH, 

Diese Verbindung enthalt ein asymmetrisches Kohlenstoffatom 
und miiBte demnach optisch aktiv sein. Aus Mangel an geniigendem 
Material konnte die Priifung des Lichtbrechungsvermégens noch nicht 
erfolgen. Verschiedene Syntheseversuche wurden von uns ausgefiihrt, um 
die indirekte Bestatigung unserer Anschauung zu erbringen. Doch ist 
uns bisher die vollstaéndige Synthese, die uns die Méglichkeit eines 
endgiiltigen Urteils gegeben hatte, noch nicht gelungen. Diese, wie 
auch das systematische Studium der synthetischen Produkte, werden 
den Inhalt eines spiteren Berichtes bilden. 


Literatur. 

1) Marfori, Archivio di Fisiologia. Maggio 1916. — 2) Chistoni, ebenda. 
Ottobre 1916. — 3) Marfori, 1. c. — 4) Rossi, Archivio di Oftal- 
mologia 1921. — 5) Mazzarella, Haematologica 1922. — 6) Susanna, Arch. 
Intern. de Pharmacod. et de Therapie 1922. — 7) Marfori-de Nito, Atti 
del Congresso Intern. di Fisiologia in Roma 1932. — 8) Dieselben, 1. c¢. - 


9) Dieselben, |. c. — 10) Kutscher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 56, 220, 1908. — 
11) Derselbe, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 10, 528, 1905; 
14, 687, 1907. 
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Das Schicksal der Vitamine beim Trocknen von Heu. I. 
Von Ottar Rygh. 


(Aus dem Staatlichen Vitamininstitut, Skéyen, Oslo.) 
(Eingegangen am 19. Marz 1934.) 


Ein nicht unwesentlicher Anteil unseres Vitaminbedarfs wird durch 
den Vitamingehalt der Produkte gedeckt, die uns die Haustiere liefern. 
Ks ist deshalb von groBem Interesse, dafiir Sorge zu tragen, daB den 
Haustieren auch wirklich geniigend Vitamine zugefiihrt werden. Dies 
kann durch Zulage speziell vitaminhaltiger Nahrungsmittel (z. B. 
Dorschlebertran) geschehen, auch kann man dafiir sorgen, daB die 
gewohnlichen Nahrungsmittel unserer Haustiere einen moéglichst hohen 
Gehalt an Vitamine aufweisen, indem wir sie so behandeln, daB die 
Behandlungsweise wahrend Konservierung und Lagerung médglichst 
geringen Anla8 zum Vitaminverlust gibt. 

Einer der wichtigsten Prozesse fiir die Zubereitung von Haustier- 
futter zum Wintergebrauch ist das Trocknen von Heu. Es ist deshalb 
von groBem Interesse, dariiber ins klare zu kommen, wie man diesen 
ProzeB zwecks Erzielung des besten Resultats am besten leiten soll. 
Friiher verwendete man entweder einfaches Trocknen auf den Wiesen 
oder auf einem Trockengestell. In letzter Zeit sind auch andere Methoden, 
die durch schnelleres Trocknen die Nahrungsbestandteile des Grases 
besser bewahren, vorgeschlagen worden!. Wir haben im letzten Jahre 
Versuche angestellt, um festzustellen, wie sich die Vitamine bei den 
verschiedenen Trocknungsverfahren verhalten. Zur Untersuchung 
kamen drei verschiedene Heuproben: 

1. Wiesengetrocknetes Heu, weiter unten als ,,Flachheu“ bezeichnet, 
2. auf Trockengestell getrocknetes Heu, als ,,Gestellheu“* bezeichnet und 
3. schnell getrocknetes Heu (,,Hessiccatorheu‘). Dieses war nach der 
sogenannten Hessiccatormethode bei 68°C wahrend 2 Stunden nach 
den Anweisungen von Herrn Dr. Wilhelm Irgens Petterson getrocknet. 

Das Heu bestand aus Gramineen mit einer kleinen Beimengung von 
Klee. Es entstammte dem Sommer 1933, der im siidlichen Norwegen 
ganz besonders sonnenreich war. Zundchst wurden die Heuproben im 
Soxhlet-Apparat mit Ather extrahiert. Sie lieferten 3,27, 3,50 und 4,00 %, 
Atherextrakt. In diesen Extrakten wurde der Gehalt an Vitamin A 
und D bestimmt. 

Vitamin A. 

In der Pflanzenwelt findet sich, wie bekannt, das fertig gebildete 

Vitamin A, wenn iiberhaupt, nur sparsam vertreten. Vielmehr verdankt 





1 Beziiglich andere Methoden zum Aufbewahren von Heu sei auf 
Arbeiten von Virtanen und Mitarbeiter hingewiesen. Diese Zeitschr. 258, 
251, 1933; 267, 179, 1933. 
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man die Vitamin A-Wirkung von Pflanzenprodukten ihrem Gehalt a 
Carotinoiden, die sich in dem Organismus vieler Tiere, unter anderen au 

dem des Schlachtviehs, in das Vitamin A umwandeln!. In unseren Ath« 

extrakten aus Heu konnten wir feststellen, daB kein fertig gebildetes Vit: 

min A vorlag. Wir begniigten uns also damit, den Carotingehalt festzustelle: 
Wir verwendeten hierbei die blaue Farbreaktion von Carr und Price, und 
bestimmten nach der tiblichen Methode die mit Chloroformlésung vo: 
Antimontrichlorid erhaltenen Blauwerte in dem Lovibondschen Tint: 

meter?. Die Resultate sind in der folgenden Tabelle wiedergegeben. Zweck 
Vergleich sind auch die an den Atherextrakten (nach dem Isolieren des 
Unverseifbaren) in dem Lovibondschen Tintometer gemessenen gelber 
Eigenfarben aufgefiihrt. Man sieht, daB das Hessiccatorheu zehnmal so vie! 
carotinoide Stoffe enthalt als das Flachheu, und etwa 20mal so viel als 
das Gestellheu. Das der Carotingehalt bei dem gewoéhnlichen Trocknen 
von Heu stark zuriickgeht, wurde bereits von Virtanen (1. c.) nachgewiesen 


VitaminA bzw. Carotinoide. 





en ed Blauwerte Blau werte 
Heusorte Atherextrakt son te ane a 
0), Atherextrakt ganze Heu Gelbwerte 


Eigenfarbe 


LMbmeneed Ch Ee ees 3,27 1,2 0.0404 120 
Gy AMAMURTINOU ob 8 ow 3,50 0,54 0,0189 60 
3. Hessiceatorheu . . . . 4,00 10,00 0.4000 1200 


Vitamin D. 

Das Vitamin D wurde biologisch bestimmt, und zwar nach der Methode 
von Poulsson und Lévenskiold®. Die Resultate sind in der nachstehenden 
Tabelle aufgefiihrt. Es sind die kleinsten Tagesdosen angegeben die zw 
Erzielung der Rachitisheilung ++ nach der angegebenen Methode er 
forderlich waren. Wie man sieht, besteht zwischen dem Flachheu und dem 
Gestellheu kein bemerkbarer Unterschied. Dagegen enthalt das Hessiccator- 
heu sechsmal soviel Vitamin D als die zwei anderen Proben. DaB sich das 
Vitamin D in diesen zwei Proben verhialtnismaBig besser gehalten hat als 
die Carotinoide, riihrt wahrscheinlich von der gréBeren Bestandigkeit 
dieses Vitamins her. 

Vitamin D. 





. Einheiten pteteetia. 
Atherextrakt Tagesdose Vitamin D Einheiten 


pro g Ather- a 
9/9 mg extrakt pro § 


Heusorte 


nn a eee 3,27 20 50 1,6 
Gestellheu . . . nape 3,50 20 50 1.6 
Hessiceatorheu . ... . 4,00 4 250 10,0 


Es scheint demnach, als ob das Schnelltrocknungsverfahren fiir die 
Erhaltung dieser Vitamine am giinstigsten sei. Ahnliche Beobachtungen 
wurden auch beziiglich der Haltbarkeit des C-Vitamins in schnell 
getrockneten griinen Pflanzen gemacht. Die Untersuchungen werden 
fortgesetzt. 


1 Vgl. hierzu Baumann u. Steenbock, J. of biol. Chem. 101, 547, 1933. 
— * Pharmacopoea Britannica 10. — * Biochem. J. 22, 135, 1928. 
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Zur Frage nach der Entstehung des Rohrzuckers. 


Von 
J. Burkard und (€. Neuberg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Die Phosphorylierung liefert der Zelle ein Mittel, die Zymohexosen 
ineinander zu verwandeln (1). Diese Feststellung laBt sich aus dem 
Umstande ableiten, da Glucose und Fructose den selben Hexose-di- 
phosphorséure-ester ergeben, wenn sie in geeigneter Weise mit Hefe 
in Beriihrung treten (2). AuBerdem hat sich gezeigt, da man auf 
biochemischem Wege  beispielsweise von Fructose-di-phosphorsiure 
oder Fructose-mono-phosphorsaure (Neuberg-ester) oder Glucose-mono- 
phosphorsiure (Robison-ester) aus jedesmal zu gleichen Produkten, 
namlich einem Gemenge der drei genannten Ester, gelangt (3). Wichtig 
ist ferner, daB auch bei einer biosynthetischen Kondensationsreaktion, 


° * P ° ‘ ° 
beim Ubergang von Dioxyaceton in Hexosen, eine ganz analoge Isomeri- 


sierung erfolgt, indem ein Gemisch von Glucose- und Fructose-mono- 
phosphorsaure-ester neben Fructose-di-phosphat isoliert werden kann (4). 
Das erwaihnte Phosphorylierungsvermégen kommt sehr vielen daraufhin 
gepriften Zellen zu. In diesem Zusammenhange ist zu erwaihnen, daf 
bei der Assimilation von Elodea canadensis die Entstehung eines 
Fructose-phosphorsiure-esters bereits beobachtet ist (5). 

Die Tatsache, daB so auBerordentlich leicht Glucose- und Fructose- 
ester (vgl. vorher) nebeneinander erzeugt werden, legt den Gedanken 
nahe, daB der Rohrzucker in der Natur durch Beschreitung dieses Weges 
gebildet wird. Dabei ware es gleichgiiltig, ob das Primarprodukt 
aldehydischen oder ketonischen Charakter besitzt. Die Phosphory- 
lierung bringt eine wechselseitige Umlagerung der Hexosen bei einer 
Reaktion zustande, die der Zelle normalerweise zukommt oder davon 
wenig abweicht. Der Vorgang ist daher ganz verschieden von der 
Lobry de Bruyn-Umlagerung, die sich unter dem Einflusse von Hydroxyl- 
ionen vollzieht, von der Umkochung in wasserfreiem Pyridin oder 
Chinolin (Danilow, Venus-Danilowa, Schantarowitsch, Levene u. Hill), 
auch von der durch Ost mitgeteilten geringfiigigen Ilsomerisierung, 
die starke Schwefelsiure herbeizufiihren scheint. 

Aus diesen Uberlegungen heraus erwuchs die Aufgabe, zu unter- 
suchen, ob in der Riibe zu irgendwelcher Zeit die Entstehung eines 
Zuckerphosphorsaure-esters nachweisbar ist. Vorversuche lehrten uns, 
daB in der bereits stark rohrzuckerhaltigen Riibe selber nicht mehr 
als Spuren organisch gebundenen Phosphors aufzufinden sind. Dagegen 
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ergab sich, daB das Blatt relativ reichlich Phosphorsaéure in organische: 
Bindung enthalt. Diese konnte natiirlich den verschiedensten P-Ve1 
bindungen zugehéren, und bei der komplexen Zusammensetzung de 
Riibenbestandteile war es von vornherein klar, da8 die Isolieruny 
eines etwa vorhandenen Zucker-phosphorséure-esters mit Schwierig 
keiten verbunden ist. Dieselben beruhen zum Teil auch darauf, dat} 
bei dem bekannten Vorkommen von Phosphatase in den Blittern mit 
einer schnellen fermentativen Hydrolyse anwesender Zuckerphosphor 
siure-ester gerechnet werden muB. Deshalb war es nétig, die Blatt- 
fermente rasch zu vernichten. Da der Gehalt an organisch gebundenem 
Phosphor im Vergleich zur Rohrzucker-quantitaét gering ist, war eine 
Methode zu wihlen, die unter solchen Bedingungen Trennung von 
Zucker-phosphorsiure-ester und nicht phosphoryliertem Zucker iiber- 
haupt erméglichte. 

Die Unterbrechung der Enzymwirkung wurde durch Behandlung 
mit siedendem Alkohol vorgenommen, wodurch schon eine Abtrennung 
von groBen Mengen Begleitstoffen, darunter auch von Saccharose 
und freien Hexosen, erreicht wurde. Da man annehmen darf, daB dic 
Zuckerphosphorsiure-ester im Blatt als Salze vorhanden sind, be- 
schrankten wir uns darauf, die in Alkohol unléslichen Anteile, d. h. die 
festen Blatterriickstaénde, zu untersuchen. Dabei ist selbstverstandlich 
ein Verlust an phosphoryliertem Zucker durchaus méglich. 

Die durch den heiBen Alkohol zugleich entwasserten Blatter 
werden so bréckelig, daB sie gemahlen werden kénnen. Aus dem 
resultierenden Pulver wurde nunmehr durch verdiinnte Salzsiure 
lésliche Zuckerphosphorsaure extrahiert. In dem neutralisierten salz- 
sauren Auszuge wurde darauf mit Kupfer-Kalk, einem Reagens, das 
keine Umlagerung bewirkte, in bekannter Weise ein Niederschlag er- 
zeugt; darin war organisch gebundener Phosphor neben anderen Ver- 
‘bindungen zugegen. Nach alsbaldiger Zerlegung mit Schwefelsaure 
und Ausfallung des Kupfers mittels H,S entstand bei Neutralisation 
durch Barytwasser eine Fallung. Diese wurde verworfen, obgleich sie 
Hexose-di-phosphat enthalten konnte. Das Filtrat wurde im Faust- 
Heimschen Verdunstungsapparat eingeengt und zunachst mit Blei- 
acetat gefallt. Der dadurch erzeugte Niederschlag schloB zwar auch 
reduzierende Zuckerphosphorséure-ester ein, wurde aber trotzdem 
nicht untersucht. Genau gepriift wurde dagegen die im Filtrat sodann 
mittels Bleiessig gefallte Substanz. Durch die im experimentellen Teil 
niher beschriebene Arbeitsweise gelang es, daraus eine Verbindung 
von der Zusammensetzung des Hexose-mono-phosphats zu_isolieren. 
Die nach Regeneration aus dem kristallisierten Brucinsalz gewonnene 
Substanz erwies sich als ein Gemisch von Glucose- und Fructose-ester, 
die — natiirlich zufalligermaBen — im angenaherten Verhaltnis von 1: 1 
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ttanden. Auf diese Weise wurde praktisch analysenreine Substanz 
n einer Ausbeute von durchschnittlich 0,025 g auf 1 kg feuchter Riiben- 
latter isoliert. Da8 auch trotz minimaler Abweichungen in der Analyse 
des bekanntermaBen amorphen Bariumsalzes Hexose-mono-phosphor- 
siure vorlag, lehrte die Uberfiihrung in das schén kristallisierte Phenyl- 
hydrazinsalz des Hexose-phosphorsdure-osazons. Dieses war nach 
Schmelzpunkt und Analyse einwandfrei. 

Wegen der Notwendigkeit, sehr groBe Materialmengen zu_ver- 
arbeiten, muBte der skizzierte umstandliche und schwierige Weg ein- 
geschlagen werden. Die TrennungsmaBnahmen sind unvollkommen, 
die Methoden selbst durchaus nicht quantitativ. 

Die vorliegende Untersuchung erbringt den sicheren Nachweis 
fiir das Auftreten von Hexose-mono-phosphat im Riibenblatt, und zwar 
besteht die isolierte Substanz aus Glucose-phosphat und Fructose- 
phosphat. 

Darstellung des Ausgangsmaterials. 


Je 7,5 kg frischer, von den Stielen befreiter Riibenblatter (zwei Drittel 
der insgesamt verarbeiteten Menge stammten von Zuckerriiben und waren 
im September 1932 geerntet, ein Drittel stammte von gew6hnlichen Runkel- 
riiben und war Oktober 1933 bei ungiinstiger Witterung gesammelt) wurden 
mit 30 Liter siedend heiBem Alkohol tibergossen und mit einem groBen 
Holzspaten griindlich durchgearbeitet. Nach Stehen itiber Nacht wurde die 
dunkelgriine Fliissigkeit abgegossen. Die Blatter wurden auf einer groBen 
Nutsche mit Alkohol gewaschen, dann zuniachst auf einem gut durch- 
liifteten Boden ausgebreitet und anschlieBend in einem auf 30 bis 35° ge- 
haltenen Raum so weit getrocknet, daB sie sich in der Miihle zu einem 
feinen Pulver zerkleinern lieBen. Aus 15 kg frischer Blatter wurde durch- 
schnittlich 1 kg trockenen Pulvers erhalten. Im ganzen wurden 8,5 kg 
Blatterpulver zur Gewinnung von _ Kohlenhydrat-phosphorséure-ester 
benutzt. 

Isolierung des Hexose-phosphorsiure-esters. 


Je 250 g Blattpulver wurden mit 5 Liter verdiinnter Salzsdéure (200 cem 
konz. HCl mit H,O auf 5 Liter verdiinnt) 1'/, Stunden durehgeriihrt und 
von der sauren Fliissigkeit abfiltriert. Das Filtrat wurde unter Eiskiihlung 
mit verdiinnter Natronlauge bis zur schwach sauren Reaktion gegen Lackmus 
neutralisiert, mit 160cem 10°,iger Kupfersulfatlésung nebst 500 cem 
Kalkmilch versetzt und 10 Minuten, ebenfalls unter Eiskiihlung, weiter 
geriihrt. Die Kupfer-Kalkfallung wurde schnell abgesaugt, gewaschen, 
in eisgekiihlten groBen Reibschalen gleichmaBig verrieben und unter Zugabe 
von Eisstiicken mit verdiinnter Schwefelséure bis zur schwachen Bléuung 
von Kongopapier zerlegt. Der Gips wurde abgesaugt, das Filtrat mit 
Schwefelwasserstoff behandelt, das Kupfersulfid abfiltriert und der Schwefel- 
wasserstoff aus dem Filtrat durch einen Luftstrom verjagt. Die gelbbraune 
Fliissigkeit wurde unter Eiskiihlung mit warm gesattigter Barytlésung bis 
zur Rotfairbung von Phenolphthalein versetzt ; darauf wurde C O, eingeleitet, 
bis die Rotfarbung verschwand. Nunmehr wurde soviel 50°,ige Barium- 
acetatlésung hinzugefiigt, bis keine Triibung mehr eintrat. Der Nieder- 
schlag wurde abzentrifugiert und einmal gewaschen. Die vereinigten 
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Fliissigkeiten wurden im Faust-Heimschen Verdunstungskasten auf e 
kleines Volumen eingeengt. Gewdhnlich wurden die Fliissigkeiten vy: 
zwei Portionen vereinigt. Die gelbliche Lésung (etwa 200 cem) wur 
filtriert und mit Bleiessig gefallt. Der Niederschlag wurde dreimal mm 
destilliertem Wasser auf der Zentrifuge gewaschen, in Wasser fein verteil: 
und mit Schwefelwasserstoff zersetzt. wobei 6fters kraftig umgeschiitte|: 
wurde. Das Filtrat wurde durch einen Luftstrom von Schwefelwasserst oi: 
befreit, mit Baryt bis zur gerade auftretenden Rotfairbung von Pheno! 
phthalein neutralisiert, filtriert und mit Bleiacetatlésung gefallt (PbA 
Fallung). 

Zum Filtrat wurde Bleiessig gefiigt, und der Niederschlag (PbE 
Fallung) nach dem Waschen mit H,S zerlegt. Das schwefelwasserstoft 
freie Filtrat neutralisierten wir wieder mit Baryt und lieBen es, eventue!| 
nach Filtration, in die fiinffache Menge Alkohol eintropfen. Das aus 
geschiedene Ba-Salz wurde abzentrifugiert, mit Alkohol gewaschen und 
im Exsikkator tiber Chlorealcium getrocknet (PbE-Salz). Die Pb A-Fallung 
wurde ebenso behandelt; das resultierende Bariumsalz wird als PbE-Salz 
bezeichnet. Aus 500 g Blattpulver wurden 0,25 bis 0,35 g Pb A-Salz und 
0.3 bis 0,4 g Pb A-Salz gewonnen; bei Blattern, die bei ungiinstiger Witterung 
im Oktober gepfliickt waren, betrug die Menge 0,1 bis 0,2 g bzw. 0,2 bis 0,3 g 


Reinigung des rohen PbE.-Salzes (Bariumsalz der PbE.-Fraktion). 


5.4g rohes PbE-Salz, das zunaéchst einmal mit Alkohol umgefallt 
war, wurden mit 120 ccm Wasser geschiittelt und vom unléslichen Anteil 
(0,47 g, phosphorhaltig) abzentrifugiert; die klare Fliissigkeit wurde mit 
Bleiacetat versetzt, bis keine Triibung mehr entstand. Der Niederschlag 
wurde abgeschleudert. Das Zentrifugat wurde mit Bleiessig gefallt und die 
mit Wasser aufgeriihrte Fallung dreimal auf der Zentrifuge gewaschen. 
Das Bleisalz wurde wieder in das Ba-Salz verwandelt, dieses mit Alkohol 
niedergeschlagen, dann in Wasser gelést und nochmals mit Alkohol ab 
geschieden. Ausbeute 4,0 g. Das Bariumsalz, in dem das Verhaltnis von 
Ba: P = 1,336 war, erwies sich bereits als N-frei; es wurde nach den An- 
gaben von Robison (6) [vgl. auch Newberg und Leibowitz (3)] in das Brucin- 
salz iibergefiihrt, das bei steigenden Konzentrationen von Aceton frak- 
tioniert gefallt wurde. Dabei wurden folgende Anteile erhalten: 


I (5,02 g), Il (0,56 g), IL (0,77 g). 

Die Acetonkonzentration hatte 87°, erreicht; durch weiteren Aceton 
zusatz lieB sich keine Abscheidung mehr erzielen. Das Filtrat von Frak- 
tion II] wurde im Vakuum eingedampft, mit wenig Wasser aufgenommen 
und wieder mit Aceton versetzt. (Fraktion IV: 2,0 g). Das Filtrat lieBen 
wir an der Luft verdunsten; es hinterblieb eine gelatineartige Masse 
(Fraktion V). 

Die Brucinsalz-fraktion I (5,0 g) wurde in wenig Wasser aufgenommen 
und wieder vorsichtig mit Aceton abgeschieden. Ausbeute 3,75 g, luft- 
trocken. 

Eine Probe des Brucinsalzes wurde im Hochvakuum bei 78° getrocknet. 
Die Substanz verlor 12,6°, Wasser und zeigte nach dem Trocknen die 
spez. Drehung — 19,12° (« = — 1,08°, 1 = 2, c = 0,2824, in 50° ,igem 
Alkohol). 
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Die umkristallisierte Brucin-fraktion | (3,5 g) wurde in das Bariumsalz 
zuriickverwandelt ; Ausbeute 1,13 g. Zur Reinigung wurde das Ba-Salz in 
wenig Wasser aufgenommen, wobei es sich klar léste, und nochmals mit 


Alkohol gefallt. 
Analyse des regenerierten Ba-Salzes. 


Zur Feststellung des Verhaltnisses Ba:P wurde in der salzsauren 
Lésung der Substanz zunaéchst das Barium mit Schwefelséure gefallt ; 
darauf wurde in l5cem des mit Schwefelséiure nebst Perhydrol ver- 
aschten und auf 100 cem aufgefiillten Filtrats der Phosphor nach Embden 
bestimmt. 

0,1300 g bzw. 0,1244g Substanz (6,68°,, Wassergehalt) gaben 0,0693 
bzw. 0,0665 g BaS O, und 0,1176 bzw. 0.1134 g Strychnin-phosphomolybdat. 
Verhaltnis Ba/P = 1,045. 


|[a]p der freien Saéure +- 22,16° 
(x = + 0,429, 1 = 2, ¢ = 0,1544g Ba-Salz mit 6,68°, Wasser). 
[x] des Ba-Salzes = + 9,92° 


(x = 0,20°, 1 = 2, ¢ = 0,1080 g Ba-Salz mit 6,68°, Wasser). 


4,631 bzw. 5,161 mg Substanz mit 6,68°, Wasser gaben 3,005mg bzw. 
3,3360 mg CO. 

Ber.: C = 18,22°%, gef.: C = 18,96 bzw. 18,89°,, auf wasserfreie 
Substanz berechnet. 

In einer Probe des im Hochvakuum bei 80° bis zur Gewichtskon- 
stanz getrockneten Bariumsalzes wurde das Verhaltnis Ba: P zu_ 1,063 
ermittelt. 

Ungefahr 0,1 g Bariumsalz wurden in einem Destillierkolben in wenig 
Wasser gelést, mit Phosphorséure angeséuert und erhitzt. Im Destillat 
lieB sich mit der empfindlichen Essigséure-probe nach Ariiger und T'schirsch (7) 
keine Essigsiiure nachweisen. Bariumacetat war also der Substanz nicht 
beigemengt. 

Die vereinigten Brucinsalz-fraktionen LI und IL] sowie die Fraktionen 1V 
und V wurden in die Bariumsalze zuriickverwandelt und nach Umfallung 
mittels Alkohol auf das Verhaltnis Ba: P gepriift. 


Fraktion II + III = },108, IV = 1,277, V = 1,269. 


Aldose-bestimmung nach Auerbach und Bodlinder. 


114,6 mg Bariumsalz mit 6,68°, Wassergehalt wurden in einem 
10-cem-Kélbehen in 7cem Wasser gelést, mit 2cem 10° iger Na ,SO,- 
Lésung versetzt, bis zur Marke aufgefiillt und geschiittelt. 8,8 cem des 
Filtrats verbrauchten 2,42 cem n/1l0 Jodlésung, die 50,8°, Glucose an- 
zeigen. 


Darstellung des Phenylhydrazinsalzes des Hexose-mono-phosphorsiure- 
osazons. 


Aus 0,5 g Bariumsalz der Fraktionen I, II, Il und IV wurde nach 
entsprechenden Angaben von Neuberg und Reinfurth (8) das Phenyl- 
hydrazinsalz des Kohlenhydrat-phosphorsaure-osazons bereitet. Es wurden 
0,2 g Rohprodukt erhalten, das phosphorhaltig war und den Schmelz- 
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punkt 143° aufwies. Durch Auflésen in Alkohol und Versetzen mit ein Vierte! 
des Volumens Chloroform lieBen sich goldgelbe, feine Nadelehen abscheiden, 
die den Sechmelzpunkt 151 bis 152° zeigten und mit authentischem Pheny! 
hydrazinsalz des Fructose-ester-osazons keine Schmelzpunkterniedriguny 
ergaben. 

4,642 mg: 8,930 mg CO,, 2,400 mg H,O, 

3,098 ,, 0,410 cem N, (25,5°, 748 mm). 
2%. WN = 16,385; 
oo, NW = 1401 %. 


Cx4Hs,0;NeP. Ber.: C = 52,72%, H = 5,7 
(546,3) gef.: C 52,49°,, H 5,79 
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